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Estruturacao da obra:

O texto encontra-se organizado em cinco partes.

Na primeira parte faz-se uma introdugdo sucinta ao tema.

Na segunda parte procura-se rever e actualizar as propriedades gerais
dos prides animais e suas interrelacdes com o genoma dos animais, com
os polimorfismos e heterogeneidade do PrPc e com as estirpes
infecciosas. Aborda-se depois a biologia dos prides celulares em
diversissimos aspectos, bem como a biologia do agente infeccioso
resultante.

Na terceira parte evoca-se o papel do sistema imunitario nas TSE bem
como as células e os factores possivelmente envolvidos desde a porta de
entrada do agente infeccioso até a sua localizagdo no CNS.

Na quarta parte procura-se integrar o processo evolutivo das TSE
abordando a linfoinvasdao e a neuroinvasdao, tal como a marcha da
infeccdo e sua patogenia sobretudo nos casos de scrapie e da BSE,
abordando depois a distribuicdo da infecciosidade por processos e por
animais, tecidos e o6rgdos, as formas subclinicas das prionoses, a possivel
transmissibilidade entre o animais, ¢ ainda a provavel presenca de
infecciosidade nas massas musculares e no sangue.

Na ultima parte houve a preocupacao de referenciar todas as obras
fundamentais (quasi quatro centenas) de apoio ao texto e cuja consulta
permitird aos leitores outras abordagens e outros desenvolvimentos em
consonancia com os interesses sectoriais.
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Objectivos:

Os objectivos deste texto sdo em primeiro lugar o de contribuir para a
formacao de todos aqueles envolvidos com as doencas dos animais € com
os seus reflexos em todo o meio envolvente, inclusivé no consumo
publico de produtos de origem animal.

As prionoses t€m nos ultimos anos surgido no nosso pais com
particular acuidade, tal como em todo o mundo, desencadeando iniimeros
trabalhos de I&DE e de divulgagdo, os quais ndo sao de facil acesso, dada
a sua dispersdo e consulta por vezes morosa e até relativamente
inacessivel.

Entendemos que o papel dos docentes universitarios passa sobretudo
por uma actualizagdo permanente de conhecimentos, em ordem a fazer a
triagem de tudo aquilo que possa interessar aos seus estudantes de
graduacao e post-graduagao, e também em ordem a seleccionar e divulgar
aquilo que venha complementar a formagao continua indispensavel dos ja
licenciados em func¢do da época em que obtiveram a licenciatura e das
accoes de formacao desencadeadas sectorialmente.

Certamente que ¢ esta uma das razdes que leva a que os trabalhos desta
indole publicados no formato de Annual Reviews sejam de longe os
trabalhos mais pontuados no Journal Impact Factor ou Journal Citation
Reports que reportam o ranking de milhares e milhares de publicacdes de
todo o mundo.

Destinatarios do texto: médicos veterinarios; estudantes de medicina
veterinaria e das areas a seguir referidas: médicos de satide publica;
citologistas; patologistas; higio-sanitaristas; engenheiros zootécnicos;
técnicos de producdo animal; bioquimicos; biologistas celulares e
moleculares; genéticistas; biotecnologistas; imunologistas.
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1 — Introducao:

As prionoses ou encefalopatias espongiformes transmissiveis dos
animais (TSE ou transmissible spongiform encephalopathies) sao
doengas neurodegenerativas com um longo periodo de incubacao e cujas
lesdes se restringem ao sistema nervoso central (CNS ou central nervous
system) apesar da sua patogenia implicar uma primeira replicagdo dos
agentes infecciosos nos orgaos linféides (nos bovinos afectados pela BSE
(ou bovine spongiform encephalopathy) ha aparentemente auséncia de
infecciosidade nos 6rgaos linfaticos (Thielen et alii, 2001)) seguindo-se a
fase de neuroinvasao.

A patologia tipica das TSE ¢ uma vacuolizagdo (espongiose) nao
inflamatoria no pericarion neural e na matéria cinzenta do neuropilo,
podendo ocasionalmente haver deposi¢dao de placas amildides em certas
regioes do cérebro e menos frequentemente na espinal medula, podendo
os periodos de incubacdo da doenca variar de varios meses até décadas
(Weissmann et alii, 2001).

As TSE levam a degenerescéncia e morte dos neurénios na auséncia de
inflama¢do e resposta imunoldgica. A triade de alteragdes
neuropatologicas nao especificas observadas em microscopia Optica sao
as seguintes segundo Hadlow (1999):

a) alteragdo espongiforme no neuropilo da matéria cinzenta do CNS;
b) a degenerescéncia neuronal afectando os corpos das células
neuronais;

c¢) a astrocitose com hipertrofia e hiperplasia dos astrocitos da matéria
cinzenta.

A acumulagdo no cérebro dos animais de formas patologicas da
proteina pridnica formando densos agregados com uma estrutura fibrilar e
propriedades tinturiais de amiloide, formando placas amiloides, sdo raras
no scrapie ¢ na BSE, e comuns na CWD (chronic wasting disease) dos
cervideos.

Os bovinos afectados por BSE revelam na sua fase clinica um
comportamento anormal, com 0s animais receosos, com posicionamentos
anormais com os membros muito afastados, com hiperestesia a estimulos
auditivos e tacteis, marcada hipermetria dos membros posteriores, com
mioclonias de musculos individuais na espadua, na regido cervical ventral
e na porcao superior dos membros posteriores, assim como clonus nos
membros anteriores (Scott et alii, 1989).
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Esta estabelecido pela Comissdo Europeia que a incidéncia de BSE
clinica em bovinos com menos de 30 meses de idade € de cerca de 0,05%.
Dados experimentais sugerem que para vitelos expostos oralmente a
infeccdo pela BSE sdo necessarias doses da ordem das 100 gramas de
matéria cerebral infectada para originar um periodo de incubagao variavel
mas com um minimo de cerca de 30 meses (Wells e Hawking, 2003).

O scrapie, ou seja a TSE que afecta os ovinos, tem os sinais clinicos
tipicos com comportamento social perturbado nos animais, seguido de
incoordenacdo motora ou ataxia com tremuras (Cockett et alii,
2001),prurido e estes sinais clinicos podem perdurar de duas semanas a
seis meses, surgindo no cérebro durante fases mais avangadas da doenga
degenerescéncias dos neurénios, formacao de vacuolos, e proliferacao das
células astrogliais.

O scrapie afecta os ovinos adultos de qualquer idade mas a incidéncia
de sintomas clinicos predomina aos 42 meses, sendo raros casos clinicos
nos ovinos com menos de um ano de idade (Heggebo et alii, 2002). Os
sintomas clinicos sdo antecedidos pela acumulacao de PrPsc nos tecidos
linféides, o que ocorre varios meses antes da sintomatologia clinica,
tendo inclusivamente sido detectado PrPsc em animais com apenas cinco
meses de idade expostos ao scrapie natural (Heggebo et alii, 2002).

Os agentes causadores das TSE ou prides sdo compostos pela proteina
do hospedeiro (PrPc) modificada (PrPsc) que se acumula nos 6rgaos alvo
(Lasmezas, 2003).

No quadro 1 seguinte referimos, segundo Brown e Bradley (1998), as
interrelagdes conhecidas e especulativas das TSE nos animais:

Doenca espontanea: Doenca transmitida:
Animais:
OV1nps } (scrapie) » OVINOS
Caprinos
Veado
Alce
Bovinos @ » Doninha
. » Bovinos (BSE) +——

Outras espécies (?)
animais de zoo

Quadro 1
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O scrapie foi primeiramente descrito no século dezoito e em 1936
provou-se que era uma doenga transmissivel.

Para os estudos do scrapie foi um avango extraordinério a prova, em
1961 por Dick Chandler, de que o rato de laboratério era susceptivel ao
agente do scrapie (Hadlow, 1999).

A BSE, em meados da década de 80 do século passado, surgiu em
Inglaterra, e hoje est4 assinalada em dezanove paises europeus para além
de Israel, Japao e Estados Unidos da América (Belay et alii, 2003).

A BSE identificada em 1986 em Inglaterra ¢ transmissivel
experimentalmente ndo apenas a bovinos mas também a ratos de
laboratério, doninha, suinos, ovinos, caprinos, saguim € macaco
cynomologus (Hadlow, 1999).

Em 1997 e 1998 foi assinalada na Italia por Zanusso et alii (2003) a
transmissdo intra e interespécies do scrapie apds uma vacinagdo contra
Mycoplasma agalactiae, e depois de decorridos dois anos apos a
intervencdo vacinal, tratando-se portanto de scrapie iatrogénico,
sugerindo-se que a fonte do problema esta na presenca de estirpes
prionicas infecciosas nos homogeneizados de glandula mamaria e de
cérebro empregues na preparacao das vacinas.

Ja em 2004 investigadores italianos (Casalone et alii, 2004) referem a
identificagdo de uma segunda forma de TSE bovina, cujo agente
infeccioso PrPsc teria caracteristicas moleculares similares as encontradas
num subtipo distinto da doenga humana de Creutzfeld-Jakob esporadica.

ETIOPATIA DAS PRIONOSES ANIMAIS E SUAS BASES 10
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Sinopse das doencas naturais dos animais por prioes:

Doenca: Hospedeiro: Mecanismo da patogénese:
Scrapie ovinos Infec¢do em ovinos

geneticamente susceptiveis

BSE bovinos infeccao com carnes, farinha
de carnes ou farinha de ossos
contaminadas com prides

(MBM)
TME
(transmissible mink
encephalopathy) Doninha infec¢do com prides de

ovinos e bovinos

CWD (chronic wasting

disease) Veado e Alge  desconhecido

FSE Gato infeccao com tecidos
bovinos contaminados com
prides ou MBM

Encefalopatia ex6tica  kudu, nyala, oryx Infeccado com MBM dos
ungulados contaminadas por
prides

MBM ¢ a sigla para carnes e farinhas de carne e 0ssos

2 — Agentes etiologicos das prionoses, seus precursores
e condicionalismos:

2.1 — Propriedades gerais dos PrP:

As formas celulares da proteina pridnica normal (PrPc) sdo expressas
em diversos tecidos dos animais, em maior concentracdo no CNS e nos
tecidos linforreticulares, e sdo ancoradas a superficie celular através de
uma ancora glicosilfosfatidilinositol (GPI).

ETIOPATIA DAS PRIONOSES ANIMAIS E SUAS BASES 11
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A regido N-terminal desta molécula de PrPc madura tem cerca de cem
aminoacidos que se encontram desestruturados (numa molécula isolada)
tendo na outra extremidade um regido C-terminal com cerca de cem
residuos de aminoacidos, dobrando-se a cadeia peptidica numa
conformacdo «a-helicoidal e ganhando estabilidade a custa duma ponte
dissulfureto.

A molécula da forma infecciosa PrPsc, que se acumula em certos
tecidos no caso de doenga pridnica ou prionose, ndo se distingue quanto a
ligacdes covalentes da molécula PrPc mas tem uma conformagdo
completamente diferente, associando-se as moléculas em particulas que
se agregam entre si. Uma simples unidade infecciosa destes PrPsc
corresponde a cerca de 100 000 moléculas de PrPsc (Bolton et alii, 1982).

Uma unidade infecciosa (IU) ¢ a quantidade minima necessaria para
infectar um animal de experiéncia da mesma espécie quando tal dose ¢
injectada no cérebro (Dealer, 2002).

Na propagac¢ao dos prides infecciosos admite-se que a molécula PrPc
nativa encontra-se em equilibrio com a rara isoforma conformacional
infecciosa ou PrPsc, que converte a conformagdo do PrPc para PrPsc,
continuando depois estas formas convertidas a agregarem-se para formar
um centro estavel que entdo pode crescer por acréscimo e fragmentar-se
para originar unidades infecciosas.

Na conversao da PrPc em PrPsc € necessaria uma sequéncia homologa
entre as duas formas e a reaccdo depende das concentragdes relativas de
PrPc e PrPsc (Caughey et alii, 1995).

Também a desagregacdo completa e desnaturagdo do PrPsc causa
perda da infecciosidade e da actividade conversora das conformagdes
(Caughey et alii, 1997).

Contudo, o PrPc nativo recém sintetizado no ER (reticulo
endopldsmico) ¢ transportado para a superficie celular mas depois
reciclado rapidamente, em uma hora, entre a superficie e os endossomas
periféricos, através dum mecanismo que envolve clatrinas (Shyng et alii,
1994) ou por outros meios alternativos de endocitose que abordaremos
mais adiante.

Como dissemos, a regido N-terminal com cerca de cem aminoacidos
de uma molécula de proteina pridnica isolada ndo estd estruturada
tridimensionalmente de forma sistematizavel, havendo dentro desta
regido um segmento com cinco repeticdes de uma sequéncia de oito
aminodacidos que interactua fortemente com o catido cobre.

A regido C-terminal desta mesma proteina pridnica estd organizada
tridimensionalmente numa série de trés hélices o0 e numa pequena folha
pregueada [, contribuindo para a estabilizagdo destas estruturas uma
ponte dissulfureto.
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A proteina pridnica parece assumir rapidamente a conformagdo
enrolada ou desenrolada (Hosszu et alii, 1999).

Parece também verificar-se que a totalidade da molécula de PrP nao ¢
necessaria para a propagagao dos prides, podendo a parte ndo estruturada
tridimensionalmente de forma definivel, N-terminal € com noventa
residuos de aminoacidos, ser removida assim como a primeira hélice o, a
segunda hélice B ¢ parte da hélice dois. Em animais transgénicos esta
mesmo verificado que basta o fragmento de cento e seis aminoacidos
compreendendo PrP A23-88 Al141-176 para haver susceptibilidade e
propagacgao dos prides (Supattapone et alii, 1999).

A localizagdo precisa subcelular dos PrPsc € motivo de controvérsia,
mas ha fortes provas de que se encontram sobretudo em organelas do tipo
endossomas mais interiores ¢ lizossomas (Arnold et alii, 1995).

Os efeitos neurotoxicos da proteina prionica PrPsc parecem ter sede na
regido envolvendo os residuos de aminoécidos entre 106 e 126 (Forloni et
alii, 1993) e, embora a causa da neurodegenerescéncia nas prionoses nao
esteja esclarecida, admite-se que ela em parte resulte da perda de fungdes
da PrPc. Por outro lado, a biossintese de PrPc ¢ um pré-requisito para a
formacao de PrPsc (Prussiner, 1998).

Foi verificado que em culturas de células infectadas com scrapie
apenas 1 a 2% do PrPc sintetizado de novo ¢ convertido em PrPsc
(Borchelt et alii, 1992) o que sugere que apenas uma subfrac¢do da PrPc
¢ elegivel para a formagao de PrPsc.

Mecanismos de controlo da qualidade das proteinas biossintetizadas
asseguram a identificagdo e rdpida decomposicdo das proteinas mal
conformadas e nas células eucariotas esses sistemas de controlo
funcionam no ER e também no post ER/Golgi (Ellgaard et alii, 1999)
sendo que a decomposi¢do das proteinas pridnicas nessas circunstancias
ocorre nos lizossomas ou no citosol.

Proteinas  pridonicas mal conformadas sdo  transportadas
retrogradamente para o citosol onde sdo decompostas nos proteossomas
(Ma et alii, 2002). A inibicdo destes proteossomas origina a acumulagao
de PrP nas células induzindo elevada toxicidade, tal como em ratos
transgénicos em que o PrP ndo possa ser transportado para o ER se
origina acumulacdo citosolica das proteinas pridnicas com 0s
consequentes sintomas de ataxia e de atrofia cerebral (Ma et alii, 2002).

Refere-se que em geral os prides nao sdo imunogénicos (Porter et alii,
1973 e Williamson et alii, 1996) apesar do sistema imunitario
desempenhar um papel importante ¢ paradoxal na transmissao dos prides
infecciosos da porta de entrada periférica para o CNS, tendendo a
imunossupressao nao especifica a diminuir a disseminag¢ao dos agentes
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infecciosos a partir da periferia para o CNS (Outram, 1974) enquanto a
estimulacdo especifica aumenta a disseminacao (Dickinson et alii, 1978).

2.2 — Genoma e TSE:

As TSE ou prionoses dos animais sdo doencas neurodegenerativas dos
mamiferos cuja susceptibilidade para a infeccdo ¢ modelada pelas
caracteristicas genéticas do hospedeiro (Parry, 1962).

Quer se trate de formas esporadicas, hereditarias ou infecciosas, sao
todas elas caracterizadas pela deposicdo duma proteina pridnica anormal
(PrPsc), protease-resistente, no cérebro dos animais afectados (Prussiner,
1994).

O gene da proteina pridonica (PRPN) nos ovinos contem trés exodes €
mais de 20 Kbp (Westaway, 1994) e a sua open reading frame esta
contida no terceiro exao, estando assinaladas variantes polimoérficas nesta
regido codificante do gene PRPN dos ovinos, variantes estas associadas
com a incidéncia de scrapie experimental e natural (Clouscard, 1995 e
Hunter, 1997).

Em certas racas de ovinos o alelo PRPN codificando valina no codao
136 (V136) esta associado com um muito elevado risco para o scrapie.
Esta variante 136 ¢ rara em muitas ragas de ovinos.

Noutras ragas de ovinos ¢ a variacao no codao 171 que esta associada
com maior susceptibilidade ao scrapie estando assinalados trés
aminoacidos diferentes no codao 171 (glutamina (Q171); arginina
(R171); histidina (H171)).

Ainda na raga Romanov o alelo PRPN mais resistente ao scrapie ¢
AAR (codao 136, 154, 171). Outros alelos estdo assinalados na
resisténcia ou susceptibilidade dos ovinos ao scrapie.

Pode resumir-se que a susceptibilidade dos ovinos as TSE (Andreoletti
et alii, 2002) ¢ controlada principalmente pelo polimorfismo no gene PrP
codificador da proteina PrP, e estando as principais mutagdes
relacionadas com a susceptibilidade ou resisténcia a doenga localizadas
nos codoes 136 (A ou V), 154 (R ou H) e 171 (R,Q ou H) (Clouscard et
alii, 1995 e Hunter et alii, 1996). Os animais com genotipos PrP, V136,
R154, Q171 / VRQ, ARQ/VRQ e ARQ/ARQ, s3o os mais susceptiveis ao
scrapie, enquanto os animais homozigdticos ou heterozigoticos AHQ e
heterozigoticos ARR sdo pouco susceptiveis e os ovinos ARR/ARR sao
clinicamente resistentes (Hunter et alii, 1996 e Hunter ef alii, 1997).
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Polimorfismos do PrPc:

Como referimos atras o principal factor que influencia a incidéncia das
prionoses desencadeadas nos ovinos ¢ o alotipo dos aminoacidos 136, 154
e 171 da proteina prionica PrPc (Hunter et alii, 2000).

Estdo assinalados nos ovinos dois tipos de TSE, um influenciado pelo
aminoacido do coddao 136 e outro pelo aminodcido na posi¢do 171,
podendo cada um destes grupos ter sub-tipos.

Contudo, os aminoacidos nas posi¢oes 136, 154 e 171 do PrPc dos
ovinos nao explicam tudo e as regides flanqueadoras do gene PrP, com
sequéncias diferentes, no controlo da expressdo deste gene podem
também condicionar o desenvolvimento da prionose (Hunter et alii,
2000).

Nas cabras ha também polimorfismo do PrPc ndo parecendo assim
suceder nos bovinos para a BSE (Hunter e alii, 2000).

No entanto, no gene PrP dos bovinos estdo assinaladas diferentes
formas de sequéncias (Goldmann et alii, 1991) que contém cinco ou seis
copias de um curto elemento rico em GC e que codifica o octapéptido
Pro-His-Gly-Gly-Gly-Trp-Gly-Gln ou a sua variante mais longa Pro-
Gln/His-Gly-Gly-Gly-Gly-Trp-Gly-Gln, havendo animais homozigoticos
e heterozigdticos.

O gene PrP bovino tem dois polimorfismos conhecidos na sua regiao
codificadora, um polimorfismo no local de restri¢ao silenciador Hind II e
uma diferenga no nimero de repeticoes do octapéptido, ndo parecendo
haver diferencas nas frequéncias destes gendtipos PrP dos animais
saudaveis para os animais com BSE (Hunter et alii, 1994).

A replicagdo do agente infeccioso estd correlacionada com o gendtipo
do PrP hospedeiro que codifica a glicoproteina PrP. Nos ovinos estdo
assinalados, como ja referimos, diversos polimorfismos do gene PrP e
estes estao associados com a susceptibilidade e/ou o periodo de incubagao
da doenca, dependendo da fonte ou das caracteristicas do agente
infeccioso PrPsc (Somerville et alii, 1997).

No gene bovino PrP também hé algum polimorfismo, mas nenhum
deles esta associado com a incidéncia de BSE nos bovinos (Hunter et alii,
1994). Contudo, o timing e o perfil da deposicdo por 6rgaos do PrPsc
depende da estirpe infecciosa e do gendtipo do recepiente ¢ da via de
infeccdo ocorrida. Esta por exemplo assinalado que o PrPsc ¢ detectado
nos bagos de ovinos com scrapie natural o que ndo sucede com os
bovinos com BSE (Somerville et alii, 1997).
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Heterogeneidade do PrPsc (Pan et alii, 2002):

Estudos efectuados com PrPc presente no cérebro humano permitiram
assinalar, através de imunoelectroforese, mais de cinquenta bandas de
immunoblots diferentes, cada uma dessas bandas representando uma
espécie distinta de PrPc devido a combinagdes de diferentes massas
moleculares e diferentes pontos isoeléctricos.

A heterogeneidade verificada ¢ devida no fundo a presenga de uma
forma de proteina com o comprimento total e a duas outras formas
principais, truncadas no seu comprimento, ¢ ainda consequéncia das
diversas glicanas ligadas a maioria destas formas.

As duas formas truncadas resultam de distintas cisdes ocorridas na
regido N-terminal da proteina prionica. Por outro lado, as glicanas ligadas
na forma ndo truncada e nas formas truncadas do PrPc, diferem na sua
estrutura e nos racios das glicoformas, e tudo isto acaba por reflectir-se no
funcionamento do PrPc podendo gerar-se assim diversas estirpes de
prides consoante as quantidades relativas entre as diversas formas.

2.3 — Estirpes dos agentes das TSE:

Os agentes responsaveis pelas TSE revelam variagdes nas suas
estirpes (Bruce et alii, 1993) e através de passagens em ratos estabeleceu-
se que o fenotipo da doenca depende da interac¢do da estirpe do PrPsc
com factores genéticos do hospedeiro (Bruce et alii, 1991) sobretudo o
PrPc.

Numerosas estirpes laboratoriais distintas dentro dos agentes causais
das TSE estao identificadas (Bruce et alii, 1991). Os agentes PrPsc
transportam uma informagao especifica da estirpe que ¢ independente do
hospedeiro.

As estirpes do agente infeccioso das TSE (PrPsc) interactuam com o
PrPc influenciando as caracteristicas da doenga tais como o periodo de
incubagdo e a respectiva neuropatologia (Bruce, 2003).

Estd referido que a estirpe causadora da BSE nos bovinos também
infecta os gatos domésticos e ungulados exoéticos, e que diferentes
estirpes de TSE estao associadas com o scrapie nos ovinos (Bruce, 2003).

O scrapie ¢ transmissivel experimentalmente entre ovinos ¢ a BSE
pode ser transmitida oralmente a ovinos, controlando o genotipo PrP dos
ovinos a susceptibilidade destes animais ao scrapie e a BSE,
apresentando ainda os ovinos infectados oralmente com BSE sintomas de
infeccdo no seu sangue (Hunter, 2003) o que pode ter impacto na
inocuidade dos produtos sanguineos a administrar aos humanos (vide
adiante prides e transfusdes sanguineas).
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Diversidade das estirpes de prides:

Hoje em dia sabe-se que a uma determinada sequéncia peptidica ndo
corresponde apenas uma unica conforma¢do tridimensional, tudo
dependendo das condi¢cdes em que se encontra a proteina € a qual pode
adoptar diversas conformagdes.

Estdo assinaladas varias estirpes de prides distinguiveis pelas suas
propriedades biologicas, tais como periodos de incubacdo da doenca e
diversos quadros neuropatoldgicos em linhas de ratos com alto grau de
consanguinidade (inbred).

Collinge et alii (1996) tém sugerido que esta variagdo entre estirpes
deve-se a uma combinagao da conformacao de cada molécula de PrP com
a sua glicosilacdo. Por outro lado, polimorfismos na sequéncia dos PrP
podem ser responsaveis pelas diferentes conformacdes desencadeadas.
Parece que a conformacao teria a maior importancia na caracterizacao de
cada estirpe logo seguida da glicosilagao.

Também ¢ conhecido que a conformacdo da proteina pode ser
influenciada pela interac¢ao do PrPsc, por exemplo, com o cobre ou o
zinco (Wadsworth et alii, 1999).

Estdo referidas diversas conformagdes para as diversas estirpes de
PrPsc (Caughey, 2001; Bensen et alii, 1994; Safar et alii, 1998).

Em condicdes experimentais as vias de introdugdo dos prides
infecciosos, as estirpes destes, e as suas concentragdes, tém profunda
influéncia, na mesma espécie animal, sobre a patogenia desenvolvida até
aos estadios terminais da doenca (Maignien et alii, 1999). Vorberg e
Priola (2002) demonstraram que diferentes estirpes de PrPsc do rato
podiam também converter diferentes glicoformas PrPc a partir de um
pool complexo de moléculas PrP glicosiladas produzido por células, o
que sugere que em virtude do pool de glicoformas PrPc poder variar
consoante o tipo de células, ou consoante os seus compartimentos
subcelulares, os locais dessa conversao, celular e subcelular, influenciarao
o reportorio do tipo de produtos dessa conversao.

2.4-Disseminacio genérica dos prioes nos organismos
animais

As doencas pridnicas ou prionoses sao transmissiveis ndo apenas
através das vias naturais, sobretudo por ingestdo, mas também
experimentalmente. =~ Um aspecto peculiar dos prides ¢ a sua
extraordindria resisténcia aos processos de esterilizacdo convencionais,
bem como a sua capacidade para se ligarem a superficies metélicas ou de
plastico, sem perderem a sua infecciosidade.
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Nas doengas prionicas ndo tém sido detectadas respostas imunologicas
humorais nem respostas imunoldgicas celulares.

A transmissibilidade do scrapie foi demonstrada em 1936.

As prionoses nao sao contagiosas no sentido de que ndo sdo
transmissiveis por contacto directo, sendo transmissiveis per os ou por
vias parenterais (vide adiante). Nas possiveis vias de propagagdo dos
prides ingeridos para o sistema nervoso central, admite-se que a
resisténcia relativa dos prides ao processo digestivo (Bolton et alii, 1982)
permita a sua passagem e sobrevivéncia através deste aparelho, ndo se
conhecendo bem como os prides passam através da mucosa intestinal,
embora experimentalmente as células M (mucosal) possam mediar este
transporte (Heppner et alii, 2001).

Assim, os prides penetrariam na mucosa através das células M
atingindo depois as placas de Peyer bem como o sistema nervoso entérico
(Beeker et alii, 2000). Consoante os hospedeiros, outros tecidos do
sistema linforreticular tais como o bago e 6rgaos linfaticos (Prinz et alii,
2002) sao locais de replicacdo dos prides como sucede no scrapie dos
ovinos, na BSE experimental em ovinos, vCJD em humanos e scrapie
experimental em ratos, mas nao na BSE dos bovinos (Bradley, 1999).

Estudos recentes (Aucouturier et alii, 2001; Huang et alii, 2002)
referem que as células dendriticas (DC) mieldides medeiam o transporte
de prides dentro do sistema linforreticular. As células linfocitarias B
maduras sdo necessarias para a replicacdo dos prides no baco (Klein et
alii, 1998) embora elas ndo sejam sede de replicacdo dos prides, mas sao
sim necessdrias para a maturacdo das células dendriticas foliculares
(FDC) que sao as células onde verdadeiramente ocorre a replicacdo e a
acumulacdo dos PrPsc (Montrasio et alii, 2000; Mabbot et alii, 2000).
Contudo, a neuroinvasdo pode ocorrer mesmo sem a presenca de células
FDC, o que parece indicar que existem outros tipos de células na periferia
dos organismos que permitem a replicagdo dos prides (Prinz et alii, 2002;
Oldstone et alii, 2002).

Com efeito, com doses de prides suficientemente elevadas e
administradas intraperitonealmente (i.p.) a neuroinvasao pode ocorrer
sem participagdo do sistema linforreticular (LRS).

A partir do sistema linforreticular, ou de outros locais, os prides
difundem-se através do sistema nervoso periférico (PNS) até ao cérebro,
quer directamente através do nervo vago (Beekes et alii, 1998) quer
através da medula espinal envolvendo o sistema nervoso simpdatico
(Bencsik et alii, 2001).

Resumem-se no esquema seguinte estas possiveis vias de propagacao
dos PrPsc ingeridos. (Quadro 2)
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Possiveis vias de propagacio dos PrPsc ingeridos:

Tubo gastro-intestinal

Células M?

Placas de Peyer e sistema nervoso entérico
Consoante os hospedeiros

N\

> PNS ¢
Lli:{ Bago __—» PNS — Cérebro/espinal medula

2 9
\ ' 2 9
Dé? Sistema vascular

FDC A

No6dulos linfaticos

DC para células dendriticas

PNS para sistema nervoso periférico
FDC para células foliculares dendriticas
LRS para sistema linforreticular

Como ¢ natural a biossintese ¢ a disseminagdo dos prides depende de
células que contenham PrPc.

Os linfocitos B e T esplénicos podem ambos sintetizar prides ou
adquiri-los de uma outra fonte, mas s6 quando eles proprios expressam
PrPc (Raeber et alii, 1999).

Pelo menos no rato a neuroinvasao nao ¢ mediada pelo transporte dos
prides através da circulacdo (Blattler et alii, 1997) mas sim através do
sistema nervoso periférico (Race et alii, 2000). Em scrapie experimental
em ratos nao foi detectada infecciosidade nos leucocitos (Raeber et alii,
1999) nem foi também detectada infecciosidade no sangue de bovinos
infectados com BSE (Bradley, 1999) ou em ovinos infectados com
scrapie (Hadlow et alii, 1982) apesar de em hamsters infectados com
scrapie haver no sangue um baixo titulo reprodutivel de prides (Holada et
alii, 2002).

Parece que no transporte dos prides da periferia para o CNS o sistema
linforreticular tem um papel a desempenhar. Aceita-se que as células
dendriticas foliculares (FDC) que para manuten¢do do seu estado maduro
dependem de células B, sdo os locais da acumulaciao dos prides no bago
(Kitamoto et alii, 1991; McBride et alii, 1992) e que o transporte para o
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CNS depende do sistema nervoso periférico (Kimberlin, 1980;
Weissmann, 1999).

O PrPc ¢ expresso em elevadas concentracdes no sistema nervoso
central (CNS) e pode também ser expresso numa série de tecidos
periféricos, inclusivé no sistema linféide e nas células foliculares
dendriticas (FDC) (Klein e Aguzzi, 2000).

As prionoses experimentais € naturais mais frequentes resultam da
exposicao a prides através de vias periféricas, tais com a intraperitoneal
(i.p.), a intravenosa (i.v.) € a exposi¢do oral.

Apo0s inoculagdes experimentais intracerebrais (i.c.) ou 1.p., 0s prides
acumulam-se em oOrgdos linféides secundarios tais como o bago € os
ganglios linfaticos (Kimberlin ¢ Walker, 1989). Diferentes estirpes de
prides revelam diferentes afinidades para os tecidos linféides. Por
exemplo, na BSE os agentes parecem ter baixa afinidade para o tecido
linféide e em bovinos experimentalmente infectados a infecciosidade fica
sobretudo confinada ao sistema nervoso, embora pequenas quantidades de
infecciosidade se observem noutros locais como por exemplo no ileum
terminal e na medula 6ssea (Klein e Aguzzi, 2000). Mas nos humanos
com vCJD, provavelmente derivada da BSE, os prides infecciosos PrPsc
acumulam-se nas amigdalas da garganta, bago e apéndice. No rato
infectado experimentalmente, perifericamente, ocorre uma fase clinica
silenciosa prolongada simultaneamente com a replicacdo dos prides no
LRS antes da neuroinvasio. E fundamental conhecer quais sdo as células
dentro desse tecido linféide periférico que permitem a replicagdo dos
prides e como sao esses prioes depois transportados para o CNS.

Ocorre um jogo entre as células B e as células FDC antes da
neuroinvasao.

A implicagdo do sistema imunitario na patogénese periférica dos
prides ¢ evidente, tal como a identidade de algumas células implicadas
nesta situacao.

As células FDC tém sido consideradas como a principal sede de
replicagdo dos prides dentro do tecido linfoide (Klein e Aguzzi, 2000).
Parece necessaria a colaboracao de linfocitos € FDC para a neuroinvasao
ocorrer a partir de infecgdes periféricas.

Parece também que as células B sdo criticas para a patogénese
periférica do scrapie.

A expressdo de PrPc pelos linfocitos B ndo ¢ necessaria para a
neuroinvasao pelos prioes.

Ha sugestdes, apoiadas em evidéncias experimentais, de que células
cuja maturacdo depende das células B sdo responsaveis pela acumulacao
de prides no tecido linféide como por exemplo o bago. As FDC, de
origem um tanto obscura, sdo um bom candidato para o desempenho
desse papel, embora se admita também que essas FDC sejam um mero
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reservatdrio onde se acumulam os prides € que outros processos
dependentes das células B estejam implicados no transporte dos prides.

Os prides podem ser transportados sobre ou no interior das células B
atravessando o tecido linféide periférico até atingirem os nervos terminais
autonomos.

A patogénese periférica dos prides e a neuroinvasdo dependem pois de
componentes do sistema imunitario do hospedeiro.

A segunda etapa da neuroinvasdo corresponde a progressao dos prioes
do tecido linféide para as terminagdes nervosas do sistema nervoso
simpatico, o que pode acontecer por intermédio das FDC.

Nas etapas da neuroinvasdo a marcha dos prides através dos
organismos animais decorre pois em duas etapas: a linfoinvasdo primeiro
¢ depois a neuroinvasdo, utilizando os prides diversos componentes do
sistema imunitdrio para este efeito (Aguzzi, 2001). Ambas as etapas
dependem da presenga de linfocitos B (Klein, 1997) embora a
neuroinvasao nao necessite da expressao de PrPc pelas células B (Klein et
alii, 1998) parecendo que a principal funcao destes linfocitos B seria a de
facilitar a manuten¢ao das FDCs fornecendo linfotoxina-B ao bago e
ganglios linfaticos. A supressdo do sinal linfotoxina-f impede a
patogénese periférica dos prides (Montrasio et alii, 2000). A ligacdo dos
prides as FDCs seria facilitada por factores complemento e seus
receptores, o que sugere que os prides seriam opsonizados (Klein et alii,
2001).

A replicacdo dos prides nos oOrgaos linforreticulares € relativamente
bem conhecida, sabendo-se duma forma muito pior o resto da viagem até
ao CNS. Prides administrados oralmente podem aparentemente atingir o
cérebro através do nervo vago parassimpatico (Beeker et alii, 1998)
podendo existir outras vias mais indirectas para esse efeito, sendo a via
hematica uma possibilidade.

As células dendriticas (DCs) CDllct+ podem participar na
neuroinvasao, sendo estas cé€lulas distintas das FDCs (estas tltimas sdo
componentes do estroma dos orgaos linforreticulares e ndo sao de origem
hematopoiética) ndo tendo nada em comum.

As células DC sao células apresentadoras de antigénios por exceléncia
(APCs) e as FDCs retém os antigénios a sua superficie através de
receptores FcyR e para o complemento, mas ndo parecem processar 0s
antigénios como as outras células APCs.

ETIOPATIA DAS PRIONOSES ANIMAIS E SUAS BASES 21



ORDEM DOS MEDICOS VETERINARIOS

2.5 — Biologia do PrPc:

Os estudos iniciais sobre proteinas pridnicas PrPc foram realizados
com material biologico proveniente de frangos, tendo essas proteinas uma
homologia de 30-35% com os PrPc de mamiferos.

Hoje em dia sabe-se que as propriedades celulares e bioquimicas
essenciais das proteinas PrPc avidrias e mamiferas sdo idénticas
(Lehmann et alii, 1994).

2.5.1 — Expressao e estrutura (Harris, 1999):

O PrPc ¢ expresso nos neuronios e glia do cérebro e espinal medula,
em diversos tecidos periféricos, € nos leucocitos (Bendheim et alii, 1992;
Manson et alii, 1992; Caughey et alii, 1988; Dodelet et alii, 1998; Harris
et alii, 1993; Moser et alii, 1995).

As fungdes hipotéticas do PrPc serdo a adesdo celular e o
reconhecimento, a interaccdo com ligandos, e a transmissdo
transmembranaria de sinais.

Ratos PrP -/- (desprovidos do gene PrP) ndo revelam anomalias
anatoémicas ou de crescimento, embora apresentem alteragdes circadianas,
no perfil de sono (Taraboulos et alii, 1990) e na aprendizagem e memoria
(Niishida et alii, 1997) o que ndao foi comprovado por outros
investigadores (Bueler et alii, 1992; Herms et alii, 1995; Lledo et alii,
1996).

O PrPc tem uma fun¢do importante na homeostasia do cobre que se
liga na regido peptidica repetida na estrutura do PrPc.

Ratos PrP -/- pouco cobre tém associado com as membranas celulares
e tém uma actividade -catalitica superoxido-dismutase cobre-zinco
diminuta (Pauly e Harris, 1998).

No esquema anterior mostra-se a estrutura do PrPc em cima e o seu
processamento indicado por setas apOs a translagdo para originar a
proteina madura em baixo onde se indica que a ancora GPI liga a cadeia
proteica do prido & membrana, indicando V3 e V2 os locais de cisdo do
PrPc e a V1 indicando o local de cisdo PrPsc.

O local V 3 encontra-se dentro da ancora GPI entre o diacilglicerol e a
etanolamina que se encontra ligada ao aminoacido C-terminal. O local V2
situa-se na posi¢ao 110 e local V1 na posigao 89 do polipéptido pridnico.
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Estrutura do PrPc

Regido hidrofobica

N lc/

’ I
PrPc A
f f 5
Peptideo Peptideo %
Sinal Sinal GPI b
s
Pro/Gly =
ico ~
repeticdes ‘s .
1111 /N || DRI
L GPI
Ponte - Oligossacaridos
dissulfureto ligados a-N
Figura 1

2.5.2 — Movimentos e rearranjos moleculares do PrP:

Numa molécula proteica o seu movimento intrinseco pode assumir
diversas nuances ao longo do tempo. Assim, a vibragdo e a rotagdo das
ligacdes quimicas ocorrem na escala dos fentossegundos (107°s), e as
cadeias laterais dos aminoacidos movem-se numa escala de
picossegundos a nanossegundos (10™% a 10”s) (Bennion e Daggett, 2002).

Pequenos segmentos do esqueleto peptidico podem sofrer reposig¢ao de
si proprios em de nanossegundos a microssegundos (10-9 a 10%). O
arranjo dos aminodcidos de superficie pode ser afectado por estas
circunstancias e tais mudancas na superficie da proteina podem alterar a
sua capacidade de interaccdo com outras moléculas (Bennion e Daggett,
2002).

A completa dobragem (enrolamento) de uma proteina pode levar a
ocorrer de microssegundos a milissegundos ou horas, tudo dependendo
do meio envolvente, podendo ainda assumir diferentes enrolamentos
consoante as condigdes (Carr et alii, 1997; Ye et alii, 2001; Carrel et alii,
1998). Recorde-se que o PrPc ¢ um mondémero enquanto o PrPsc ¢ um
oligobmero. Esta assinalado que o PrPc sofre alteracdes na sua
conformacdo sob a influéncia do PrPsc, ocorrendo estes rearranjos
estruturais na porcdo central da proteina pridnica, ou seja, entre os
residuos de aminoacidos 90 e 120 que constituem na isoforma PrPc uma
estrutura extensa e flexivel.
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Foi verificado por Leclerc et alii (2001) que estes rearranjos
espontaneos podem acontecer nesta regido da proteina pridnica quando o
PrP se encontra imobilizado sobre uma superficie de chips sensores, sem
que estas moléculas PrP contactem umas com as outras, enquanto as
extremidades da proteina permanecem relativamente inalteradas.

Tudo isto sugere que hd uma propensdo das regides ndo estruturadas
especificas do PrP (aminodcidos 90 a 120) para sofrerem uma mudanga
de conformagdo espontinea, potencialmente deletéria, e talvez com
notaveis repercussoes na biologia dos prides.

Como ja referimos nas células neurais o PrPc cicla rapidamente entre
a superficie celular e compartimentos endociticos, através de vesiculas
revestidas com clatrinas segundo alguns autores, e que tém uma vida
média de 4 a 6 horas (Lehmann et alii, 1999).

Também tem sido sugerido que a conversdo do PrPc em PrPsc
acontece nestes compartimentos subcelulares (Harris et alii, 1996).

Ha fortes provas que pdem em evidéncia a fun¢do do PrPsc como um
molde dirigindo a conversdo do PrPc durante a replicacdo dos prides
(Prusiner, 1997) e o que sera eventualmente facilitado pela propria
mobilidade do PrPc.

O monomero de PrPc em condigdes fisioldgicas parece ser uma
molécula intrinsecamente instavel e capaz de rearranjos conformacionais
ao longo do tempo (Leclerc et alii, 2001).

Admite-se como altamente provdvel que estas mudancgas de
conformacgdo possam ocorrer no PrPc a superficie das células, ndo se
podendo no entanto (mesmo especulativamente) avancar sobre aquilo que
possa suceder quando estas mesmas células com PrPc exposto entram em
contacto com o PrPsc, sendo que este pode actuar apenas hipoteticamente
como um molde condicionador de alteragdes na conformagao do PrPc.

2.5.3 — Biossintese do PrPc e seu processamento:

A nivel celular os PrPc sdo biossintetizados no reticulo endoplasmico
rugoso (ER) e transitam pelo aparelho de Golgi para atingirem a
superficie celular, sofrendo no ER diversas modificacdes post-traducao
incluindo: a quebra ou cisao de um péptido sinal N-terminal; a adic¢ao de
cadeias oligossacaridicas N-ligadas em dois locais; a formag¢do duma
ponte dissulfureto; a ligagdo duma ancora GPI apds a cisao de um péptido
hidrofobo C-terminal. As cadeias oligossacaridicas do tipo alta-manose
sao depois modificadas durante o transito pelo aparelho de Golgi,
passando a proteina pridnica a conter acido sialico.

Nas células de mamiferos as proteinas a segregar para o meio
extracelular sdo habitualmente translocadas para o ER através duma via
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co-translacional que necessita que a proteina nascente se ligue com uma
particula reconhecedora de sinal (SRP) sendo esta a dirigir o complexo
cadeia peptidica em crescimento/ribossoma para o receptor (SRPR) sobre
a membrana do ER, originando a translocacio da proteina em
crescimento pelo poro e a sua libertacdo no interior do ER logo que a sua
sintese termine. Polipéptidos com menos de 75 aminodcidos podem
depois de completamente biossintetizados serem canalizados para o ER
independentemente do dispositivo SRP/SRPR (Heller et alii, 2003;
Muller e Zimmermann, 1987; Schlepstedt, 1987).

Os catides de cobre estimulam rapidamente e reversivelmente a
endocitose do PrPc da plasma membrana da superficie celular para um
subconjunto de endossomas periféricos e para o aparelho de Golgi
(Brown e Harris, 2003).

Como se disse antes, a biossintese do PrPc acontece no ER, fazendo
depois um trajecto através do aparelho de Golgi até atingir a superficie
celular, e sofrendo durante esse processo diversas modificacdes post-
traducdo. O processamento do PrPc nos diversos compartimentos
subcelulares decorre da forma referida na figura seguinte:
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Adigdo do amago oligossacaridico.
Formagao da ponte dissulfureto
Adigdo da ancora GPI

Modificagdo das porgdes
oligossacaridicas

e Adicdo de acido sialico aos
digossacaridos ¢ a ancora GPI

Figura 2
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Ocorre pois a cisdao do péptido sinal N-terminal ¢ a adic¢do em dois
sitios de oligossacaridos N ligados, bem como a formag¢dao duma ponte
dissulfureto e a ligagdo duma ancora de GPI (Haraguchi et alii, 1989;
Stahl et alii, 1987; Turk et alii, 1988).

Os oligossacaridos sao depois modificados no aparelho de Golgi com
acido sialico.

A ancora de GPI ¢ adicionada ainda no ER apds a cisdo da porgao
hidréfoba C-terminal, estando embutida no folheto externo da bicamada
lipidica da membrana celular, sendo esta ancora também modificada por
adiccdo de acidos sidlicos, quer no PrPc quer no PrPsc (Stahl et alii,
1993). Ha provas de que alteracdes na glicosilacdo N alteram o transporte
biossintético do PrPc, ndo sendo no entanto necessaria uma N-
glicosilacdo correcta para o transporte dos prioes.

Diferentes estirpes de prides apresentam por vezes distintos perfis de
glicosilacdo (Collinge et alii, 1996, Dearmond et alii, 1997; Kascsak et
alii, 1986; Monari et alii, 1994; Parchi et alii, 1996).

No entanto, as modificagdes post-traducao do PrPc fazem parte do seu
metabolismo normal.

2.5.4 — Topologia da proteina PrP:

Ja referimos anteriormente que a proteina PrP de animais mamiferos ¢
composta por uma regido N-terminal flexivel e ndo estruturada, e por um
dominio C-terminal globular, parecendo que a informagdo contida nesta
ultima porcao ¢ necessaria para a importacao pelo ER do trogo N-terminal
(Heske et alii, 2004).

Fragmentos da por¢do N-terminal do PrP sem dominios da por¢ao C-
terminal permanecem no citosol, sem o péptido sinal cindido, e sdo
rapidamente decompostos pelo proteossoma.

Por outro lado, dominios separados da por¢do C-terminal do PrP sdo
inteiramente importados para dentro do ER.

A proteina PrP pode assumir diferentes topologias membranarias,
inclusivé um forma completamente translocada denominada secPrP, e
duas formas transmembranarias: as NtmPrP e as CtmPrP, e ainda uma
forma citosoélica (Stewart e Harris, 2003).

As formas CtmPrP e as formas PrP citosélicas tém sido referidas
como intermedidrias neurotoxicas em algumas doencas prionicas.

Tem-se verificado que a substituicdo de residuos de aminoacidos
carregados electricamente no dmago hidrofobo do péptido sinal do PrP
aumenta a sintese de CtmPrP e diminui a sua translocacdo para os
microssomas (Stweart e Harris, 2003). A remog¢dao do péptido sinal
bloqueia completamente a translocagao.
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Também substitui¢des no dominio transmembranario do PrP podem
originar a biossintese exclusiva de formas CtmPrP.

A maioria das moléculas PrPc encontra-se ligada ao folheto externo da
plasma membrana através da ancora de GPI, ligada a por¢ao C-terminal
do prido, sendo esta forma topoldgica denominada secPrP (Stahl et alii,
1990; Lehmann e Harris, 1995).

Algumas moléculas PrPc tém, no entanto, uma orientagdo
transmembranaria (DeFea et alii, 1994; Hedge et alii, 1998; Holscher et
alii, 2001; Kim et alii, 2001; Rutkowsky et alii, 2001; Kim et alii, 2002)
sendo designadas NtmPrP quando tém a por¢cdo N-terminal no lado
extracitoplasmico da membrana ¢ CtmPrP quando t€ém a por¢do C-
terminal deste lado extracitoplasmico da membrana, atravessando a
bicamada lipidica apenas uma vez através duma regido hidréfoba

altamente conservada no centro da molécula (aminoacidos de 111 a
134).(Figura 3)
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Figura 3
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As formas topologicas transmembranarias sao produzidas em pequena
quantidade: menos de 10% do PrP total.

Mutagdes no dominio transmembranario, ou 14 perto, podem alterar as
propor¢des entre estas diversas formas topoldgicas indicando que a
sequéncia sinal assim como o dominio transmembrandrio sao
determinantes da topologia do PrP.

Tem sido proposto que as formas CtmPrP e as formas citosolicas
sejam intermediarias neurotoxicas responsaveis por funcdes patogénicas
nas doencas pridnicas, enquanto os PrPsc teriam um papel infeccioso.
Contudo, o estudo das variagdes quantitativas daquelas formas
topoldgicas transmembrandrias ainda nao permitiu chegar a uma
conclusdo (Stewart e Harris, 2003).

Vao havendo provas de que o PrPsc sé por si ndo ¢ neurotdxico,
parecendo que esta neurotoxicidade implica perturbacdes do metabolismo
do PrP enddgeno (Ma et alii, 2002). Também ha a afirmacdo de que o
PrPsc induziria a formagdo de CtmPrP e a quantidade desta ultima forma
poderia aumentar quer directamente devido a mutagdes na molécula PrP,
quer indirectamente através da formacao de PrPsc (Harris, 2003).

Tal como se verificou na ultima figura o CtmPrP tem um modo
invulgar de ligar-se a membrana pois fa-lo através dum dominio
transmembranario ¢ de uma ancora GPI da por¢ao C-terminal.

Admite-se que a toxicidade provocada por esta forma seja devida a
activagdo da pro-apoptose em resposta a stress originado no ER (Harris,
2003).

O PrPsc, a forma infecciosa do PrP, ndo parece ser a causa proxima do
disfuncionamento neural e das degenerescéncias observadas nas
prionoses (Chiesa et alii, 2003) parecendo que formas alternativas do PrP,
sem serem o PrPc ou o PrPsc, sejam as responsaveis pela neurotoxicidade
primaria observada nas prionoses, admitindo-se que a forma CtmPrP
possa ter esse papel (Chiesa e Harris, 2001) e também o PrP citoplasmico
(Ma e Lindquist, 2002; Ma et alii, 2002).

A localizagdo da proteina PrPc ¢ preferencialmente no compartimento
endossomal mais interior € na plasma membrana dos neurdnios, embora
estejam excluidos das vesiculas sindpticas, mas surpreendentemente
foram encontrados no citosol de subpopulagdes de neurdnios no
hipocampo, neocortex e tdlamo, mas nao no cerebelo (Mironov et alii,
2003).

No mecanismo implicado na iniciagdo da formag¢ao de PrPc (embora
desconhecido na maior parte) sabe-se que o PrP pode ser transportado em
sentido retrogrado, para o exterior do ER, produzindo-se no citosol
agregados amorfos e conformagao do tipo PrPsc (Ma e Lindquist, 2002).
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No citosol estes prides sdo degradados pelo proteossoma, mas a
acumulacdo mesmo de pequenas quantidades de PrP citosolico ¢
fortemente neurotdxica em células de cultura e em ratos transgénicos (Ma
et alii, 2002). No citosol o PrP ¢ habitualmente degradado muito
rapidamente o que torna dificil detecta-lo (Ma et alii, 2002).

2.5.5 — Localizacao subcelular e transito do PrPc:

O PrPc encontra-se ligado a superficie celular através da ancora de
GPI, havendo provas de que nos neurdnios ele ¢ transportado através dos
axénios para as terminac¢des nervosas (Borchelt et alii, 1994) existindo
uma localizagdo dessas proteinas a nivel das sinapses, sendo entdo licito
admitir que tenham uma fun¢do a desempenhar no funcionamento das
sinapses.

O PrPc estd concentrado sobretudo nas zonas sinapticas do bolbo
olfactério, estruturas limbicas, complexo estriado-nigral, parecendo
porém escasso no pericarion neural (Sales et alii, 1998).

O PrPc apos alcangar a superficie celular alterna a sua posicao entre a
plasma membrana e compartimentos endociticos (Shyng et alii, 1993)
com esta esquematizado a seguir.(Figura 4).

Os prides PrPc apds atingirem a superficie celular sdo internalizados
para dentro da célula por meio de endossomas (processo de endocitose) e
a partir destes podem novamente atingir a superficie celular sem
protedlise. Mas, para alguns destes prides, pode ocorrer proteodlise e os
fragmentos assim obtidos serem exocitados posteriormente.

Também alguns PrPc ancorados na superficie celular podem ser
libertados intactos para o meio extracelular (ap6s cisdo da ancora de GPI)
enquanto outros podem sofrer protedlise parcial (vide figura anterior).
Admite-se que este ciclo sofrido pelo PrPc da superficie da célula para o
seu interior e vice versa possa servir para o transporte ¢ metabolismo do
cobre. A endocitose parece acontecer em certas regioes dobradas da
plasma membrana, ou seja, nos coated pits com clatrinas (Schmid, 1997).

Estas clatrinas, constituidas por oligobmeros de grandes proteinas,
associam-se no interior das plasmas membranas desencadeando nestas
uma invaginagdo que acaba por destacar-se formando uma vesicula
dentro da célula, a qual, por sua vez, pode associar-se depois a outros
organelos subcelulares.
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Estes coated pits com clatrinas e as vesiculas estdo claramente
implicados na endocitose do PrPc (Shyng et alii, 1994). Existem outras
invaginacdes das plasma membranas que sdo as caveolae (Anderson,
1993) e que sdo revestidas na sua superficie citoplasmica com proteinas,
as caveolinas, que sdao particularmente abundantes nos fibroblastos,
células do musculo liso, € nas cé€lulas endoteliais, ndo parecendo no
entanto que as caveolae, que estdo implicadas em diversos processos
fisiologicos como por exemplo na transcitose, estejam implicadas no
internamento dos PrPc nos neurénios (Shyng, 1994).

Existem ainda microdominios especializados nas plasma membranas
das células intactas denominados rafts que estdo envolvidos na
sinalizacdo transmembranaria ¢ na distribui¢do (enderego) das proteinas
membranarias (Simons e Ikonem, 1997).

Foi também admitido como hipdtese a existéncia de um receptor
transmembranario para o PrPc, receptor este que no seu dominio
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citoplasmico disporia de sinais para interactuar com moléculas
adaptadoras e clatrinas existentes nos coated pits enquanto o seu dominio
extracelular interactuaria com a por¢ao N-terminal do PrPc, porcao esta
indispensavel para o processo de endocitose.

2.5.5.1 — Trafego do PrPc (Prado, 2004).

Ha fortes evidéncias de que no trafego dos PrPc intervém a endocitose
mediada por clatrinas bem como os classicos organelos endociticos, tendo
o dominio N-terminal do PrPc fortes implicacdes nos acontecimentos
sorting que dirigem a proteina durante a sua deslocagdo intracelular.

Mutagdes na proteina PrPc implicada nas prionoses podem alterar o
seu trafego intracelular (Ivanova et alii, 2001).

Nos papéis fisiologicos do PrPc estdo referidos por Martins et alii
(2002) os seguintes:

a) protecc¢do a agressoes oxidativas;

b) interven¢ao na apoptose;

¢) sinalizacao celular;

d) excitabilidade membranaria e transmissdo sinaptica;
€) neuritogénese;

f) transporte e metabolismo do cobre.

Certamente que a endocitose ocorrida com o PrPc da superficie celular
nos rafts lipidicos condiciona muito estes seus aspectos fisioldgicos.

Endocitose do PrPc:

Os rafts lipidicos, ou sejam, as regides das membranas ricas em
colestrol e esfingolipidos onde provavelmente ancoram as proteinas com
ancoras GPI, sao ricos em PrPc.

As caveolae sdo organelos relacionados em certos aspectos com 0s
rafts, sendo invaginagdes da membrana sem revestimentos de clatrinas,
parece que implicadas no internamento de proteinas com ancoras de GPI
(Anderson, 1998). O internamento através de caveolae parece ser um dos
varios mecanismos implicados na endocitose nao mediada por clatrinas.

Parece mesmo que as principais formas de endocitose para proteinas
com ancoras de GPI ¢ independente das clatrinas (Nichols et alii, 2001).

No internamento dos PrPc ocorrem ciclos continuos entre a plasma
membrana e os compartimentos endociticos, quer nos frangos, quer nos
mamiferos (Shyng et alii, 1994).
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O PrPc parece coexistir na superficie celular em componentes raft e
ndo rafts da membrana, parecendo que quando saiem dos rafts sdo
internados através de coated pits (Sunyach et alii, 2003).

A formacdo de certas vesiculas endociticas a partir da plasma
membrana depende de grandes GTPases da familia dinamina que sdo
necessarias para a fissdo de membranas endociticas (Damke et alii, 2001)
parecendo que a endocitose dos PrPc ¢ sobretudo mediada por vesiculas
revestidas de clatrinas, assim como por outros mecanismos independentes
das clatrinas.

A regido N-terminal do PrPc ¢ importante para a sua endocitose e para
0 seu retorno a plasma membrana.

2.5.5.1.1 — Organelos envolvidos no trafego dos PrPc:

O trafego intracelular de proteinas ¢ feito através do transporte em
vesiculas e o internamento de proteinas pode ser feito através de caveolae
sem ser através do classico sistema endossomas/lizossomas, ou outro tipo
de endocitose sem clatrinas. O transporte vesicular na endocitose e na
exocitose € regulado por proteinas Rab, ou sejam, pequenas GTPases
(Zerial e McBride, 2001) com diferentes destas proteinas Rab a estarem
associadas com diferentes dominios dos endossomas (Sonrichesen et alii,
2000) (vide figura adiante). A Rab 5 esta associada com vesiculas com
clatrinas e com early endossomas (Bucci et alii, 1992, 1994, 1995). Os
early endossomas sdo organelos que se formam a partir de vesiculas
revestidas por clatrinas logo apds elas serem formadas (bud) a partir da
plasma membrana. As Rab 4 acoplam os primeiros compartimentos
subcelulares e a reciclagem promovendo uma via directa para retorno dos
receptores a plasma membrana (Daro et alii, 1996), A Rab 11 recicla
endossomas.

As Rab 7 e Rab 9 encontram-se nos /ate endossomas sendo necessarias
as Rab 7 para o transporte de moléculas dos early endossomas para os
late endossomas e para os lizossomas (Feng et alii, 1995) e as Rab 9 para
o transporte dos late endossomas para o trans-Golgi (Lombardi et alii,
1993). As Rab 6 estdo implicadas no trafego retrogrado do Golgi para o
ER (White et alii, 1999). Admite-se que o transporte retrogrado do PrPc
para o ER desencadeie neste uma maior conversdao PrPc — PrPsc.

Nos neurénios o PrPc estd concentrado no Golgi e nos endossomas
(Laine, 2001).

O pH éacido parece ser critico para as mudancgas de conformacao dos
PrPc (Horhemann e Glockshuber, 1998). Na estrutura geral das Rab
proteinas podem considerar-se os seguintes aspectos referidos na figura a
seguir:(Figura 5)
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H4 uma porcdo central relativamente idéntica em todas as Rab
proteinas, que se liga a GTP hidrolizando-o para GDP. A porgao C-
terminal com cerca de 35 aminodcidos ¢ diferente consoante a Rab
proteina e determina a que membrana se liga essa proteina, ligando-se um
residuo de cisteina C-terminal covalentemente a um lipido
poliisoprenoide (Geranilgeranil neste exemplo).

A por¢ao N-terminal também varia consoante a Rab proteina.

Em figura 6 adiante esquematizam-se aspectos importantes da
endocitose, da exocitose e localizacdo subcelular dos PrPc, e o papel das
diferentes familias de Rab proteinas no trafego intracelular das proteinas
prionicas.
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Na plasma membrana o PrPc pode ser internado por uma endocitose
que ¢ potenciada pelo catido cobre extracelular.

Nos neur6nios a maior via de internamento do PrPc parece utilizar
clatrinas e dinamina I. A endocitose auxiliada por caveolinas estd
assinalada para o PrPc em células gliais.

Nos neurdnios esta ainda assinalada a presenca de PrPc no Golgi e de
PrPsc nos endossomas (/ate) nuclear e nos lizossomas.

Também a interac¢do da Rab 6 a no transporte retrogrado para o ER e
da Rab 4 na reciclagem do PrPc para a membrana estao referidos.

A producdo aumentada de PrPsc verificada com mutantes da Rab 4 e
Rab 6 levam a admitir que os early endossomas e o trafego retrogrado
para o aparelho de Golgi e ER estejam implicados na conversao PrPc —
PrPsc (Beranger et alii, 2002).

Excesso de PrP no ER, ou conformagdes anormais dessas proteinas,
podem originar a sua saida para o citosol onde seriam degradadas pelo
proteossoma (Ma e Lindquist, 2002) desencadeando toxicidade e morte
celular.

Ja referimos que o PrP pode ser sintetizado em diferentes formas
transmembranarias (Hedge et alii, 1998) e uma delas, a CtmPrP, através
da sua por¢ao N-terminal, participa na patogénese de certas prionoses.

A localizacdo intracelular do PrPc e os organelos envolvidos no seu
transito variam dos neurdnios para linhas celulares do tipo neuroblastoma
ou células gliais, dependendo portanto do tipo celular.

Como ja referimos o cobre induz a endocitose dos PrPc, estando
assinaladas na por¢ao N-terminal deste uma regido de 4-5 octarrepeticdes
contendo histidina e glicina que interactua com quatro catides cobre
(Aronoff-Spencer et alii, 2000).

2.5.5.1.2 — Trafego do PrPc em vias endossomais mediadas por
caveolae:

Tem sido também observado (Peters et alii, 2003) que o PrPc se
encontra em caveolae na plasma membrana e nas vias endociticas de
caveolae, parecendo que os PrPc transitam através de caveolae para a
regido pericentriolar e por via ndo cléssica, através de estruturas
periféricas contendo caveolae para endossomas/lizossomas mais
interiores, ultrapassando assim o internamento mediado por vesiculas
com clatrinas.

Os PrPc endocitados através de caveolae nao sdo dirigidos para o ER
nem para o aparelho de Golgi e a sua degradacao ¢ lenta (Peters et alii,
2003).
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Os PrPc encontram-se enriquecidos nas caveolae dos TGN (trans-golgi
network) e da plasma membrana e nas cadeias de interconexdo com
caveolae endociticas. As caveolae como se disse sdao microdominios
especializados das membranas que contém membros da familia de
proteinas caveolina, sendo ricas em colestrol e glicoesfingolipidos,
assumindo a forma de invaginacdo na plasma membrana ou formando
complexas cadeias de interconexdo de varias caveolae (Parton, 2003)
mediando a transducao de sinais ¢ a transcitose.

As caveolae podem ser consideradas uma classe especial de rafts
parecendo ter um papel crucial na conversao PrPc—PrPsc (Naslavsky et
alii, 1997).

Significativamente, os neurénios, astrocitos e células dos ganglios
basais contém caveolae, tal como células do intestino e musculos (Peters
et alii, 2003).

Os PrPc parecem ser cedidos através de caveolae para a regido
pericentriolar e através duma via ndo classica contendo caveolae em
estruturas endociticas early para os late endossomas/lizossomas, fazendo
assim uma ultrapassagem a via de internamento mediada por vesiculas
revestidas com clatrinas.

O PrPc endocitado por claveolae nao ¢ dirigido nem para o ER nem
para o aparelho de Golgi como ja referimos.

Esta via endocitica ndo cléassica, que nao ¢ partilhada por diversas
outras proteinas com ancoras de GPI, talvez determine a localizacao
subcelular da conversao PrPc—PrPsc.

Os PrPc seguem uma via diferente de outras proteinas contendo
ancoras de GPI.

2.5.5.2 — Internamento dos prioes:

No mecanismo de internamento dos prides ancorados através de uma
ancora GPI a superficie celular ha referéncias (Sunyach et alii, 2003) que
revelam que a proteina pridnica deixa os dominios rafts para entrar em
dominios ndo rafts da membrana e a partir destes entrando em coated
pits. O dominio N-terminal da proteina pridnica (aminoacidos 23 a 107) ¢
suficiente para conduzir o internamento, admitindo-se que a mudanca no
ambiente da membrana possa alterar a possibilidade de conversao
PrPc—PrPsc.

A regido N-terminal do PrP actua como um alvo do raft celular através
do sinal compreendido entre os aminoacidos 23 a 90 do PrP (Walsmsley
et alii, 2003).
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O PrPc ¢ abundantemente expresso nos neuronios, nas células
neuroendocrinas € nas células do estroma do sistema linforreticular
(Sunyach et alii, 2003).

2.5.6 — Transporte, inclusivé retrogrado, para o ER dos PrPc e
possivel papel das Rab proteinas:

No transito celular e subcelular das populagdes moleculares de PrPc e
PrPsc as vias de endocitose e exocitose assumem particular importancia.

Os organelos celulares comunicam entre si através de um fino sistema
de transporte vesiculo-tubular, quer nas vias de endocitose quer nas de
exocitose (Zerial e McBride, 2001).

As Rab proteinas e os seus efectores coordenam a formagdo destas
vesiculas, a sua mobilidade, bem como a dos organelos, assim como o
direccionamento das vesiculas para os seus compartimentos alvo.

Estas Rab proteinas estdo altamente compartimentadas consoante as
membranas dos organelos, determinando a especificidade de cada
transporte e a identidade dos organelos envolvidos.

As Rab proteinas, a maior familia de GTPases monoméricas, ciclam
regularmente entre formas com GTP ou GDP ligado, regulando a mobilidade
das vesiculas sobre microtubulos e filamentos de actina do citoesqueleto.

As proteinas Rab medeiam a interac¢do entre vesiculas e a sua
membrana alvo com a subsequente colaboragdo de proteinas SNARE.

As Rab proteinas encontram-se acantonadas sobretudo em dominios
membranarios chamados dominios Rab.

Por outro lado, as proteinas SNARE medeiam todas as fusdes
intracelulares de membranas (por exemplo, vesiculas provenientes de
uma membrana dadora para outra membrana receptora) (Chen e Scheller,
2001). Nas células de animais mamiferos existem mais de trinta membros
da familia SNARE e cada um deles tem uma distinta distribuicdo nos
diversos compartimentos subcelulares.

A fusdo de membranas e de vesiculas utiliza proteinas SNARE de que
sao conhecidas mais de cem, sobretudo distribuidas em trés familias: as
sintaxinas; as VAMPs; e a familia SNAP-25.

Elas conferem especificidade a docagem das vesiculas com uma
determinada membrana receptora, ¢ as SNARE sobre duas membranas,
admitindo-se que interactuam entre si formando um complexo parcial
reversivel antes da fusdo final ocorrer.

Na fusdao de membranas as vesiculas fazem portanto a docagem com a
ajuda de proteinas Rab e outros factores e das SNAREs, criando
curvaturas nas membranas em contacto e tensao, seguindo-se a hemifusao
e depois a fusdo completa (ver figura 7).
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Ciclo de uma vesicula de transporte de um
compartimento dador para um compartimento receptor
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Figura 7
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Ainda no que se refere a formagao de vesiculas e ao seu transporte de
cargas moleculares de diferentes formas e tamanhos entre organelos
intervém ainda outro tipo de proteinas, as proteinas de envélucro COP 1,
COP 1I, e as clatrinas, que desencadeiam a gemulagcdo das vesiculas,
funcionando o COP I no transporte através do aparelho de Golgi e no
transporte retrogrado do Golgi para o ER, e o COP II no transporte do ER
para o Golgi, enquanto a clatrina funciona na endocitose mediada por
receptor na plasma membrana quando associada com adaptadores AP2 e
no transporte trans-Golgi para os endossomas quando associada com
adaptadores API.

Diversas proteinas acessorias intervém nas interacgdes que regulam a
formacao de coat-clatrinas.

E conhecido (Maxfield ¢ McGraw, 2004) que um fibroblasto tipico
interna pelo menos 2% da sua plasma membrana em endossomas, em um
minuto, € que ¢ necessario para manter a homeostasia da membrana o
retorno dessa fracgdo de plasma membrana internada nos endossomas
para a plasma membrana a superficie da célula. No entanto, apds a
endocitose embora a maioria das proteinas e lipidos retornem a superficie
celular alguns componentes da membrana sdo transportados para
endossomas /ate ou para o aparelho de Golgi ou para lizossomas.

A via implicada no internamento molecular e sua eventual reciclagem
para a superficie celular € pois extremamente complexa envolvendo uma
série de acontecimentos em diversos organelos.

Pode afirmar-se que em todas as células eucariotas os processos
constitutivos da exocitose ¢ da endocitose mantém o fluxo de materiais
para a superficie celular e a partir da superficie celular (Gundelfinger et
alii, 2003).

Nas células nervosas com origem em locais definidos da membrana
celular (zonas activas) sdo libertadas de vesiculas sinapticas grandes
quantidades de neurotransmissores através de processos de exocitose e de
endocitose. Curiosamente, no ER existe um sistema de controlo de
qualidade de proteinas sintetizadas de novo (Ellgaard e Helenius, 2003)
de forma a apenas permitir que as proteinas com conformacdes correctas
¢ que chegem aos seus destinos finais. As proteinas adquirem a sua
conformacao no ER com a ajuda de diversos chaperones especializados e
factores conformacionais. Proteinas em biossintese que ndo alcangcem a
sua conformag¢do normal ou que sejam incompletamente oligomerizadas
sdo retidas no ER e se a anomalia persistir sdo decompostas.

Esta referido que proteinas das membranas ou segregadas que sao
retidas no ER sdo por vezes sujeitas a um controlo que as retrotransloca
para o citoplasma onde sdo decompostas pelo proteossoma (Tsai et alii,
2002; Bonifacino et alii, 1998). E o caso das proteinas anormalmente
conformadas ou oligomerizadas em complexos anormais.
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Foi possivel verificar em cultura de células que uma pequena frac¢ado
de moléculas PrP ¢ submetida a degradacao proteossomal mas sem serem
retrotranslocadas do lumén do ER. No entanto, aqui ficam associadas
com a face citopldsmica da membrana ER onde sdo rapidamente
degradadas pelo proteossoma (Harris, 2003).

2.6 — Biologia do PrPsc:

2.6.1 — Transferéncia de PrPc entre células :(Liu et alii,2002).

A transferéncia entre células de PrPc e a formacao de PrPsc
necessita da ancora GPI e contactos directos célula a célula.

In vivo os PrPsc sdo produzidos em diversos tipos de células
inclusivé nos neurdnios, astrocitos e células do sistema linforreticular
(Blattler et alii, 1997, DeArmond et alii, 1987; Diedrich et alii, 1991;
Race e Ernest, 1992). Ha referéncias que assinalam que a proteina PrPc
ligadora de metal e com propriedades anti-oxidantes, da sua superficie
celular liga-se a lamininas e a glicosaminoglicanas participando na
transdugdo de sinais (Mouiller-Richard et alii, 2000; Gauczynsk et alii,
2001; Hund et alii, 2001; Caughey e Raymond, 1993).

Na conversao PrPc—PrPsc esta verificado (Horiuchi e Caughey,
1999) que o contacto entre as duas formas faz-se a roda dos residuos de
aminoacidos de 219 a 232, quer a nivel da plasma membrana quer nos
compartimentos subcelulares (Shyng et alii, 1993; Vey et alii, 1996;
Lehmann e Harris, 1996; Borchelt et alii, 1992).

Também ha provas de que o PrPc ndo ¢ constituido em PrPsc
quando for expresso em formas transmembranarias mais do que com
ancoras GPI (Kaneko et alii, 1997; Taraboulos et alii, 1995).

Apesar do PrPc ser expresso em diversos tecidos e 6rgaos sem ser o
sistema nervoso central (Liu et alii, 2001; Bendheim et alii, 1995;
Caughey et alii, 1988) a patologia das TSE ocorre exclusivamente no
sistema nervoso central (Gambetti ef alii, 2001; DeArmond e Prusiner,
1995).

Tem sido verificado experimentalmente que proteinas purificadas
ancoradas através de GPI podem incorporar-se espontaneamente sobre
membranas celulares alvo, portanto in vitro, o que se designa como cell
painting (Medof et alii, 1985; Tykocinsk et alii, 1996) havendo provas
também de que estas proteinas podem destacar-se de uma dada superficie
celular e associarem-se com a superficie celular de outra célula (Liu et
alii, 2002) por exemplo, células neuronais para outro tipo de células. Esta
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transferéncia parece ser finamente regulada e depender do estado
fisiologico das células e do seu microambiente.

O contacto directo célula com célula parece ser essencial para a
transferéncia de PrPc, havendo no entanto casos de transferéncia
intercelular sem contacto directo célula com célula e com a intervenc¢ao
de microvesiculas libertadas das células dadoras (Anderson et alii, 1996;
Miller et alii, 1998).

Nas prionoses infecciosas naturais como 0 scrapie nos ovinos € a
BSE nos bovinos, o PrPsc entra através do tubo gastro-intestinal, migra
depois para o bago no caso do scrapie e origina patologia no CNS tendo o
PrPsc que ser transferido entre diversos tipos de células.

No caso de injec¢des intracerebrais de PrPsc o PrPsc tem sido
primeiro detectado no bago o que leva a admitir que viaja do CNS para os
tecidos periféricos (Fraser e Dickson, 1970; Eklund et alii, 1967).

Sabe-se também que a activagdo do sistema imunitario encurta o
periodo de incubacdo no rato infectado experimentalmente (Dickson et
alii, 1978; Marsh, 1981).

Ambos os PrPc e PrPsc sdo ancorados a superficie celular através de
ancoras GPI (Vey et alii, 1998; Taraboulos et alii, 1995; Naslavsky et
alii, 1997). Se a transferéncia intercelular para o PrPsc ¢ idéntica a
verificada para o PrPc ¢ desconhecido, mas a conversao PrPc—PrPsc
necessita que ambos estejam presentes na mesma membrana continua
(Baron et alii, 2002).

Ha observagoes (Baron et alii, 2002) que avangam que a formagao
de novos PrPsc durante a infeccdo necessita da remoc¢ao de PrPc das
células alvo, uma troca de membranas entre as células ou a inser¢ao do
PrPsc recém chegado ou das células dadoras aos dominios rafts das
células receptoras tal como esbocamos na figura 8 seguinte. Sugerem-se
dois mecanismos possiveis para a iniciacdo e a propagacdo do PrPsc
exdgeno. Num caso em cima da figura em aprego as moléculas de PrPsc
sdo inseridas a partir de uma célula na membrana de outra célula
(paiting). No outro caso a inser¢do era mediada pela tomada de
microparticulas membranarias (Mack et alii, 2000) ou por troca de
componentes membranarios entre células justapostas (Batista et alii,
2001) como se admite para as sinapses nervosas. O primeiro caso estd
assinalado como ocorrendo in vivo (Kooyman et alii, 1995).

A transferéncia da infecciosidade do prido do scrapie esta referida
como ocorrendo pelo contacto entre células em cultura (Kanu et alii,
2002).
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Mecanismos provaveis de transmissdo de PrPsc
de células infectadas para células ndo infectadas

“painting”
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Célula ndo infectada
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\ Célula infectada
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—— Célula infectada
—— (élula ndo infectada
Figura 8
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A interac¢do entre as moléculas de PrPc com PrPsc parece ocorrer
na zona dos aminoacidos 219 a 232 e talvez decorra nas células na plasma
membrana e em compartimentos subcelulares (Shyng et alii, 1993; Vey et
alii, 1996; Lehmann e Harris, 1996; Borchelt et alii, 1992). Nesta
conversao parecem intervir uma série de intermediarios localizados em
diversos tecidos até¢ o CNS ser atingido.

Admite-se que as proteinas ancoradas através de GPI como sucede
com as proteinas pridnicas se possam destacar da superficie duma célula
para se unirem a superficie de outra célula, admitindo-se que esta permuta
seja regulada in vivo (Llangumaran et alii, 1996).

A transferéncia de PrPc de células neuronais para outros tipos de
células ¢ admitida, tudo dependendo do estado fisiologico das células e
do seu microambiente.

O contacto directo célula a célula ¢ essencial para a transferéncia de
PrPc que se encontra associado com rafts lipidicos, ou sejam,
microdominios da membrana ricos em colestrol e glicoesfingolipidos.
Admite-se que os PrPc possam ser transferidos de uma célula dadora
como moléculas individuais que depois se reorganizam dentro dos
dominios da membrana receptora, podendo também fragmentos da
membrana ou microdominios que contém uma série de moléculas de PrPc
serem transferidos selectivamente.

Se o PrPsc se transfere de célula para célula de forma similar ao
PrPc permanece por elucidar, embora se reconhega que € necessario que o
PrPsc e o PrPc estejam presentes na mesma membrana continua (Baron et
alii, 2002). Também se admite que células pobres em PrPc possam
adquirir este por transferéncia de outras células e contribuir assim para a
conversao ulterior em PrPsc.

2.6.2 — Vias celulares de formacao de PrPsc:

Esbocam-se seguidamente as vias celulares implicadas na formagao
de PrPsc, quer em situacodes infecciosas, quer em situacoes de mutacao
genética.

Situagdes infecciosas (Harris, 1999)(Figura 9)

A maioria das moléculas PrPc reside nos dominios raft das plasma
membranas e s6 uma pequena parte sofre endocitose (Harris, 2003).

Na situagdo infecciosa as particulas infecciosas extracelulares
interactuam com as proteinas prionicas celulares normais PrPc situadas
nos rafts das superficies celulares desencadeando a formagao, ou melhor,
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Situacdes infecciosas

< L4 PrPsc
Q L0 Infeccioso extracelular

“Raft” da plasma
membrana celular

Lisossoma

Endosoma

Célula

L] PrPsc infeccioso

~ P Figura 9 ~ \
a conversao destas proteinas P sta conversao pode ocorrer a

superficie celular ou entdo . .. _._.___. tose destas proteinas, nos
endossomas. Acumulam-se depois as proteinas PrPsc entretanto formadas
nos lizossomas e provavelmente noutros compartimentos celulares.

Situagdes de mutagdo genética:(Figura 10)

No caso de mutagdo genética dos PrPc as proteinas mutadas formam
uma série de intermedidrios conformacionais que acabam por atingir a
superficie celular onde originam PrPsc mutados, o que também pode
ocorrer em organelos endociticos, portanto no interior da célula.

Os mecanismos de formagao dos PrPsc nas formas infecciosas e nas
formas genéticas sdo diferentes, pois no caso das formas infecciosas os
PrPsc exdgenos estdo na base da formacao de mais agentes infecciosos ao
estarem envolvidos na conversdao de PrPc enddgeno em PrPsc, enquanto
nas formas genéticas a mutante PrP transforma-se espontaneamente em
PrPsc. Na localizagdo subcelular dos PrPsc, sobretudo na apurada em
experiéncias com células em cultura (na maior parte das vezes linhas
neuronais) verificou-se que os clones e os tipos de células em cultura
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condicionam muito esta localizacdo, estando assinalado, embora nem
sempre, localizagdes intracelulares no aparelho de Golgi, nos endossomas
e lizossomas, assim como localizagdes a superficie celular. E claro que
seria muito importante conhecer as proporcoes relativas dos PrPsc nestas
diversas localiza¢des subcelulares.

Situacoes de mutacdo genetica

Célula

O PrPc

PrPc mutado

/\ Intermediario

M Intermediario

[ ] PrPsc mutado

Figura 10

Na ligagdo a membrana celular dos PrPsc existem ainda muitas
davidas, embora tanto os PrPc como os PrPsc possuam uma ancora de
GPI C-terminal (Stahl et alii, 1992). Porém, a forma como os PrPc e os
PrPsc se associam com as membranas sao diferentes, estando esclarecido
que enquanto a maioria dos PrPc se ligam a membrana celular
exclusivamente através da ancora de GPI, uma subpopulacao
relativamente escassa destes PrPc tem, por outro lado, uma orientagao
transmembranaria.

A tranforma¢dao PrPc—PrPsc ¢ um acontecimento que decorre apos
a tradu¢do e uma vez formado o PrPsc este parece metabolicamente
estavel enquanto o PrPc parece ter uma semi-vida muito curta (Borchelt
et alii, 1990; Borchelt et alii, 1992; Caughey e Raymond, 1991) e, pelo
menos em condi¢gdes experimentais em culturas celulares, apenas uma
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minoria de moléculas PrPc seja convertida em PrPsc, sendo as restantes
moléculas de PrPc decompostas talvez através de vias que operam em
compartimentos acidos como os endossomas e lizossomas.

A transformacdo do PrPc em PrPsc parece ser, pelo menos em
condi¢des experimentais em cultura de células, um processo que decorre
em diversas etapas a medida que os prides PrPc atravessam os diversos
compartimentos subcelulares.

Assim, apos a biossintese do PrPc, ocorrera durante o seu percurso
através do reticulo endoplasmico, uma alteragdo da conformacgdo da
proteina prionica, seguindo-se depois em etapas mais demoradas a
maturagdo e aquisicao das caracteristicas PrPsc acompanhando o trajecto
que ¢ feito até a plasma membrana ou por via endocitica.

2.6.3 — Aquisicao do PrPsc extracelular:

Perfilam-se a este proposito, e dada a pouca informagdo disponivel,
varias sugestoes.

Assim, admitindo-se um mecanismo de endocitose o PrPsc
infeccioso interactuaria com o PrPc sobre a plasma membrana ou nos
endossomas onde decorrerdo portanto as etapas conversoras (Caughey e
Raymond, 1991; Safar et alii, 1991; Taraboulos et alii, 1990).

No entanto existem hoje provas de que também subdominios das
plasmas membranas, os rafts, poderdao estar implicados na formacao de
PrPsc a partir do PrPc. Tém sido encontrados nestes rafts PrPc e PrPsc
(Simons e Ikonen, 1997; Naslavsky et alii, 1996; Taraboulos et alii,
1995). A formacdo de PrPsc parece ocorrer em duas localizagdes
celulares distintas: a primeira delas no ER e a segunda na prépria plasma
membrana ou em compartimentos endociticos ou endossomas.

De qualquer forma torna-se necessario pelo menos num dos casos
que o PrPsc de proveniéncia externa tenha acesso ao lumén do ER para
interactuar com o PrPc sintetizado de novo, sendo bem possivel que aqui
actuem como cofactores chaperones do ER.

O PrPsc sofre depois uma cisdo proteolitica que lhe remove a
porcao N-terminal (Caughey et alii, 1991; Chen, 1995; Taraboulos et alii,
1992) e que ocorre num local diferente daquele onde ¢ cindido o PrPc
(vide figura anterior).

A cisdao do PrPc em V2 (vide figura anterior) ocorre portanto dentro
da regido amildidogénica e neurotdxica da molécula, enquanto a cisdo do
PrPsc em V1 deixa este segmento peptidico intacto.

A cisdo do PrPc ocorre nos endossomas ou lizossomas. Uma
pequena parte das moléculas de PrPsc sofrem uma cisao na porgdo C-
terminal da cadeia polipeptidica trés residuos de aminodcidos aquém do
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ponto de ligacdo com a ancora GPI (Stahl et alii, 1990) sendo esta cisdo
diferente daquela V3 (vide figura anterior) que ocorre sobre os PrPc, ou
seja, neste caso dentro da prdpria estrutura da ancora.

2.6.4 — Conversao PrPc—PrPsc:

Na conversdo conformacional do PrPc em PrPsc ha
fundamentalmente a considerar dois modelos (Weissmann et alii, 2002).
Um deles reporta-se ao modelo de reenrolamento do prido e outro ao
modelo de nucleacao.

O modelo de enrolamento (Prusiner, 1991) da conformagdo da
proteina propde que o PrPc desenrola-se numa certa extensao e depois por
influéncia de uma molécula de PrPsc se reenrola doutra forma, estando os
dois estados conformacionais separados por uma barreira de energia de
activacao ultrapassada com a ajuda duma enzima ou chaperone.

Modelo de enrolamento.(Figura 11)

Modelo de reenrolamento

PrPc PrPsc
O «<#—> O
o o
O >0 —>3
Figura 11

O modelo de nucleacao (Jarret e Lansbury, 1993) postula que o PrPc
se encontra em equilibrio com o PrPsc mas este equilibrio ¢ grandemente
a favor da forma PrPc, e o PrPsc apenas ¢ estavel quando forma um
agregado multimérico ou nucleo ao qual depois se adicionam
mondmeros. A quebra destes agregados promove o aumento exponencial
do PrPsc durante a infec¢do (Orgel, 1996).

Modelo de nucleagao:(figura 12)
Esta conversdo ocorre portanto na modificacdo da conformacgao

proteica e ndo por alteragdo da covaléncia, tendo as duas isoformas a
mesma estrutura primaria e provavelmente as mesmas adic¢cdes apds a
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traducdo dos respectivos mRNA (Prusiner et alii, 1998; Stahl et alii,
1993).

Modelo com nucleacéo

PrPc > PrPsc

[J<——O

Muitol‘ent/ O
> g\

@ A—V @ Répido

Répido

Figura 12

A geragdo da isoforma PrPsc implica primeiramente alteracdes na
metade N-terminal do polipéptido, inclusivé a conversdo de hélices o em
folhas pregueadas 3 (Peretz et alii, 1997) nos residuos de aminoacidos de
90 al12l.

Sao conhecidas as partes do PrPc que interactuam com partes do
PrPsc (Fisher et alii, 1996; Muramoto et alii, 1996) sabendo-se que na
regido central de cada uma destas proteinas (a PrPc e a PrPsc infecciosa)
o grau de homologia dos aminodcidos respectivos afectam notavelmente a
eficiéncia da conversao PrPc—PrPsc (Scott et alii, 1993; Telling et alii,
1995). Um simples aminoacido pode evitar esta conversao, tal como as
nao homologias (Priola et alii, 1994; Priola et alii, 1995).

Nos modelos sugeridos para a formag¢do do PrPsc a polimerizagao
nucleada, semelhante a polimerizacdo da actina ou da tubulina, e a
assisténcia na moldagem feita por chaperones originando um
intermedidrio do PrP*, poderiam actuar conjuntamente nas conversoes
dos PrPc em PrPsc, tendo as moléculas de PrPsc posteriormente forte
tendéncia para agregarem-se ¢ polimerizarem-se.

Os chaperones que existem no ER sdo colectivamente designados
por proteina X, interactuando de forma especifica com a porgao C-
terminal dos PrPc durante a propagacao dos prides.

Estes chaperones parecem ser especificos de cada célula. Uma vez
produzidos os PrPsc eles sdo estaveis metabolicamente e localizam-se em
organelos intracelulares, embora ndo exclusivamente, sobretudo em
endossomas e lizossomas, locais onde a por¢ao N-terminal do polipéptido
¢ cindida.
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Resumindo, as proteinas PrPc sdo biossintetizadas ao longo de vias
segregadoras adquirindo uma ancora de GPI que as unem a bicamada
lipidica da membrana celular. Chegados a plasma membrana os PrPc sdo
endocitados através de vesiculas revestidas de clatrinas, ou por outros
meios, sendo depois algumas destas moléculas sede de proteolise antes de
serem devolvidas a superficie celular novamente. A eficiéncia da
endocitose depende das caracteristicas de estrutura da metade N-terminal
da proteina prionica e pode ser mediada por um receptor
transmembranario para as proteinas PrPc.

Os metabolismos dos PrPc e dos PrPsc sdo diferentes conforme se
compreende pela diferente conformagdo destas duas isoformas e vai
depender ainda dos diversos compartimentos celulares e subcelulares e
respectivos conteidos enzimaticos percorridos pelo trafego dessas
moléculas.

Podemos afirmar genericamente que as moléculas PrPsc sdo
metabolicamente estdveis e acantonam-se parcialmente, embora nao
exclusivamente, em organelos intracelulares (endossomas e lizossomas)
locais onde provavelmente ocorre a protedlise da por¢do N-terminal
dessas cadeias polipeptidicas, dentro de uma regido central conservada.
Moléculas intactas PrP assim como fragmentos ancorados a membranas
pela por¢cdo C-terminal, sdo depois devolvidos para a superficie celular,
enquanto os fragmentos N-terminais soluveis sdo libertados para o meio
extracelular.

A maioria das moléculas de PrPc encontra-se ligada & membrana
celular exclusivamente por meio da ancora de GPI, mas existe uma
subpopulacdo com uma orientagao transmembranaria.

No mecanismo de conversao PrPc—PrPsc os PrPc primeiro ligam-se
ao PrPsc através dum local proximo da terceira hélice da por¢dao C-
terminal e depois a conversdo ¢ mais morosa (DebBurmann et alii, 1997,
Horiuchi et alii, 1999; Vorberg e Priola, 2002). A conversao ndo parece
ser eficiente quando o PrPc e o PrPsc se encontram em vesiculas
separadas, tornando-se necessaria a sua fusdo (Baron et alii, 2002) ¢
parece que isto decorre dentro do contexto da membrana.

Ha provas evidentes da disseminagdo no interior dos axonios dos
prides no CNS (Brandner et alii, 1996; Fraser, 1982; Race et alii, 2000;
Scott et alii, 1989). Os neurénios ¢ os astrocitos respondem a infec¢oes
por prides induzindo o recrutamento de células microgliais para a
vizinhanga dos prides, originando esse recrutamento alteragcdes das
células neurais e apoptose (Marella e Chabry, 2004).
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2.6.5 — Balanco entre a propagacao e a degradaciao do PrPsc:

O sistema imunitario facilita a disseminagdo das infecgdes pridnicas
da periferia para o CNS, podendo as células dendriticas (DC) mieloides
CDllc+, dada a sua localizagdo subepitelial e a sua capacidade
migratdria, contribuir para esta disseminacao (Luhr et alli, 2002).

Experimentalmente foi possivel verificar que estas células DC
engolfam células GTI1-1 infectadas com scrapie processando e
degradando rapidamente os PrPsc (Luhr et alli, 2002) o que permite
admitir que podem essas células DC desempenhar um duplo papel nas
infeccoes pridnicas, facilitando por um lado a neuroinvasdo pela
transferéncia dos PrPsc promovida, e por outro lado protegendo contra a
infeccdo ao desencadearem uma eficiente degradacao do PrPsc.

Experimentalmente observou-se naquela degradacao que apareciam
gradualmente trés glicoformas do PrP 27-30 e depois o desaparecimento
do PrPsc da cultura experimental (Luhr et alli, 2002).

O balango entre a propagagdo e a degradacdo dos PrPsc nos
organismos animais pode assim ser condicionado pelas células mieloides
CDl1c+ DC dada a sua capacidade migradora e actividade proteolitica
elevada.

Os agentes PrPsc ndo parecem ser imunogénicos (Porter et alli,
1973; Williamson et alli, 1996) mas, paradoxalmente, o sistema
imunitario ¢ importantissimo na transmissao dos PrPsc da periferia para o
CNS, e dentro deste transporte as células dendriticas migratorias CD11c+
DC sao de relevancia ao tomarem e transportarem os PrPsc dos locais
subepiteliais para os tecidos linfaticos (Vremec e Shortman, 1997; Liu,
2001) e destes para o CNS (Aucouterier et alli, 2001).

As células DC sao perfeitamente distintas das FDC como veremos
adiante ¢ as FDC facilitam a disseminacdo dos PrPsc para o sistema
nervoso servindo de local para a replicacdo dos prides (Brown et alli,
1994; McBride et alli, 1992; Montrasio et alli, 2000).

A degradacdao dos PrPsc exodgenos admiti-se que ocorra em duas
etapas: primeiro a totalidade das cadeias polipeptidicas prionicas ¢
processada para PrP 27-30 talvez em organelos acidicos como os
endossomas ¢ depois estas formas PrP 27-30 seriam progressivamente
mais sensiveis para a proteolise, inclusivé com a desagregagao do PrPsc.

A existéncia de espécies de PrPsc sensiveis as proteases esta
demonstrada por Safar et alli desde 1998.

A concentracdo de PrPsc é pois determinada pelo estado de
equilibrio entre a sua formacao e a sua degradacao (Enari et alli, 2001) e
a deplecgdao do PrPc pode impedir a propagag¢dao do PrPsc, tal como foi
verificado com cultura de células de neuroblastoma N2 infectadas com
scrapie (Enari et alli, 2001). Em conclusao destes estudos foi elaborado
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um modelo para explicar o desaparecimento de PrPsc na superficie
celular e/ou compartimentos endociticos/lizossomais. Os PrPsc seriam
degradados neste compartimento lizossomal e se o PrPc ¢ impedido (por
exemplo, por anticorpos ou outros meios) de se converter em PrPsc, o
PrPsc acaba por diminuir de concentracdo até¢ desaparecer (Enari et alli,
2001) e dai a afirmagdo do paragrafo anterior sobre o estado de equilibrio
entre a formagao e a degradacdo do PrPsc ser determinante da
acumula¢dao de PrPsc. Recentemente (Enari et alli, 2001; Peretz et alli,
2001) tem sido referido que certas células podem degradar
intracelularmente os PrPsc e, por outro lado, dificultarem a formagao de
novo PrPsc.

A degradagdo dos agentes do scrapie por macrofagos (Beringue et
alli, 2000; Carp e Callaham, 1981) também tem sido sugerida.

No esquema seguinte (Quadro 3)referem-se as origens e
interrelagdes dos macréfagos nos seres humanos (Young e Steinmann,
1996).

Granulocitos <«—— Células progenitoras CD34+ —»

Macréfagos
Ta medula éssea\
DC \ células intermediarias

CD 14+ HLA — DR+
Quadro 3

Salienta-se no entanto um dado muito curioso que estd assinalado
(Oldstone et alli, 2002): nem as FDC, nem as CDIllct DC sdo
absolutamente necessdrias para a neuroinvasao apds inoculagdo
experimental de ratos com elevadas doses de scrapie.

Em condi¢cdes normais de infeccdo, apesar das CDIllct+ DC
degradarem os PrPsc, subsistirdo no entanto algumas células DC
contendo PrPsc, mesmo residual, células estas que migrardo da periferia
para os orgaos linfoides.

Células CDI11 ¢+ DC contendo PrPsc t€ém sido encontradas nos
linfaticos apods inoculagdo intestinal de ratos com scrapie (Huang et alli,
2002) bem como no baco e sdo capazes de transmitir os prides para o
CNS (Aucouturier et alli, 2001). Os possiveis mecanismos de
disseminacdo da infecciosidade para o sistema nervoso com implicacao
das células CD11c+ DC podem resumir-se da seguinte forma:
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a) o transporte do scrapie para o bago e nodulos linfaticos expondo
as terminagdes nervosas e/ou as FDC ao agente infeccioso;

b) o processamento do PrPsc que ¢ encurtado;

c) mudangas rdpidas na conformacdo da proteina pridnica nos
endossomas acidicos das DCs;

d) libertacdo dos exossomas contendo PrPsc libertando este para as
c¢lulas vizinhas.

Estao referidas conexdes intimas entre as terminagdes nervosas ¢ as
células DC tal como a localizacao de células DC na interface entre o
cérebro e a circulagdo sanguinea a nivel do plexo corodide e leptomeninges
(Matyszak et alli, 1992; Prusiner et alli, 1983).

As CDIllct+ DC podem pois apresentar infecciosidade prionica
directamente ao sistema nervoso. Curiosamente, também esta assinalado
em culturas celulares in vitro que células CD11c+ DC derivadas da
medula 6ssea de rato ndo exprimem PrPc nem PrPc mRNA antes ou
depois da exposicao a PrPsc (Luhr et alli, 2002). No entanto, ¢ conhecido
(Burthem et alli, 2001) que a expressdao de PrPc ¢ abundante em células
DC mieloides no baco e que a sua expressdo ¢ fortemente induzida
durante a maturacdo celular, estando até os PrPc colocalizados com
moléculas de MHC da classe II.

Outros trabalhos experimentais (Beringue et alli, 2000) sugerem que
os macrdéfagos do bago podem controlar parcialmente a infeccdo com
scrapie nos tecidos periféricos do rato, sequestrando o inodculo infeccioso
e dificultando assim a replica¢do precoce do agente do scrapie no baco.
Além dos macrofagos a maioria das FDC e dos linfocitos B pensa-se que
suportam a replicagcdo dos PrPsc do scrapie (Beringue et alli, 2000).

Parece pois haver um mecanismo compensatério que seria suficiente
para assegurar a persisténcia da infeccdo em fases precoces da
patogénese. Noutros estudos com linhas celulares em cultura
(neuroblastoma de rato — ScN 2a) foi possivel verificar também a
abolicdo da replicacdo e o desaparecimento de PrPsc pré-existente
(portanto a sua decomposi¢do) com a intervencao de anticorpos (Peretz et
alli, 2001).

Em resumo pode concluir-se o seguinte:
a) o transporte de PrPsc por células pode ocorrer sem multiplicagao
dos PrPsc ou com multiplicagdo dos PrPsc;

b) a apresentacdo do PrPsc pelas células pode ocorrer a superficie
das células (painting) ou em vesiculas endociticas;
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c) ha um equilibrio na competicdo, dentro duma mesma célula,
entre a destruicdo de PrPsc provavelmente nos lizossomas e a sua
biossintese no ER atendendo a topografia dos PrPsc.

3 — Envolvimento nas TSE do sistema imunitario,
células, tecidos, orgaos e outras funcoes
biolagicas:

3.1 — Sistema imunitario e TSE:

Recorda-se que no sistema imunitario, ou seja, no sistema protector
dos animais contras as agressdes como, por exemplo, as infecciosas, um
dos processos chave neste contexto ¢ o reconhecimento da presencga de
um invasor, o agente infeccioso, a que se segue um outro processo com
resposta destrutiva desse agente invasor.

O processo de reconhecimento preciso ¢ realizado por células
chamadas linfocitos, enquanto a destruicdo ¢ feita por linfocitos e por
células chamadas macréfagos e neutréfilos.

Os macrofagos encontram-se em todos os tecidos € também em
circulagdo no sangue, constituindo aqui os monocitos, sendo geralmente as
primeiras células a encontrar as substancias estranhas (infecciosas ou nao)
ao organismo, que sao fagocitadas ndo especificamente por eles e
decompostas. Os produtos peptidicos dessa decomposic¢ao sdo transportados
para a superficie dos macrofagos onde podem ser reconhecidos pelas células
T linfocitarias. Macrofagos, células B e células Th (células T amadurecidas
e segregadoras de linfocinas) colaboram entre si.

O sistema linféide ou tecido linféide particularmente rico em
linfocitos (e células acessorias como os macrofagos e células reticulares)
tem sede sobretudo nos ganglios ou nddulos linfaticos, baco, timo, placas
de Peyer, amigdalas da faringe, adenoides, € na bolsa de Fabricius das
aves.

O sistema linfoide guarda todas as portas de entrada nos organismos
animais.

As placas de Peyer encontram-se na parede intestinal dos animais
onde retém os antigénios que entram pelo tubo digestivo, sendo portanto
orgados linfoides subjacentes & mucosa intestinal e que contém elevadas
quantidades de células precursoras e sintetizadoras de IgA. As placas de
Peyer tém regides dependentes de células B e T e centros germinais.

Em geral os linfocitos nestas placas de Peyer, apos activagdao pelo
antigénio, podem migrar para fora do nodulo, por exemplo, para o
sangue. No bago as células da zona marginal formam um conjunto com
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diversos tipos celulares, umas com uma posi¢ao fixa nesta zona marginal,
como ¢ o caso dos macrofagos da zona marginal, dos macrofagos
metalofilicos da zona marginal, e ainda em menor extensao células B da
zona marginal. Para outros tipos de células, como ¢ o caso dos linfocitos
T, células B e células dendriticas (DC) a zona marginal do bago ¢ apenas
uma residéncia temporaria (Kraal, 1992) havendo portanto uma
populacdo relativamente séssil e outra de passagem por influxo
sanguineo, tornando esta zona marginal numa zona extraordinariamente
dinamica e particularmente apta para reconhecimento e processamento de
antigénios.

Em nenhum outro 6rgdo linféide para além do baco se encontra esta
combinagdo unica de células e respectivos funcionamentos. Os
macréfagos da zona marginal revelam uma forte potencialidade
fagocitaria, com os fragmentos antigénicos a serem tomados pelas células
dendriticas e estas apresentando os antigénios as células T, levando a
aglomeracao destas células T especificas do antigénio.

Esté verificado o papel do sistema imunitario nas doengas pridnicas,
inclusivé nos linfocitos, macrofagos e células dendriticas (Prinz et alli,
2002) parecendo que os PrPc participam na transdugdo de sinal nos
linfocitos.

As taxas de PrPc expresso a superficie de linfocitos T humanos ¢
regulada em consequéncia da activagdo celular exprimindo as células T
com memoria mais PrPc do que as células T naive (Li et alli, 2001).

Também  diferentes fendtipos celulares exprimem  PrPc
diferentemente. Por exemplo, nas células T, as CD8+ exprimem mais
PrPc do que as CD4+ e as CD3+ (Durig et alli, 2000).

A acumulagdo do PrPsc em ratos 57BL infectados com scrapie
estirpe ME7, ocorre no bago aos 70 dias apos a inoculagdo intracerebral e
no estadio terminal da doenca aos 170 dias (Jeffrey et alii, 2000)
encontrando-se PrPsc nos lizossomas de macrofagos assim como no
plasmalema de células foliculares dendriticas (FDC) tendo os prides
infecciosos sido revelados por microscopia electronica.

Na zona clara dos foliculos dos ratos em fases terminais da doenca
todas as extensOes ramificadas das FDC assumem formas altamente
reactivas formando complexos labirinticos, glomerulares e hiperplasticos,
entre os quais se encontram os PrPsc associados com complexos que se
pensa serem de antigénio-anticorpo.

Encontra-se também algum PrPsc escasso em simples
prolongamentos das FDCs aos 70 dias da infec¢ao, contrastando com uma
acumulacdo extracelular de PrPsc em complexos de extensdes
ramificadas glomerulares das FDCs no bago dos animais, em fases
terminais da doenca, o que parece sugerir que as FDCs libertam
continuamente PrPsc da sua superficie sendo possivel que os macrofagos
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os adquiram a partir destes espagos extracelulares a volta das extensodes
ramificadas das FDCs (Jeffrey et alii, 2000).

Nao parece haver uma fase intracelular de acumulag@o dos PrPsc nas
FDCs mas sim a sua libertacdo para o espago extracelular.

3.2 — Células, imunidade e suas bases:

Recorda-se que na medula 6ssea o tecido esponjoso mole que se
encontra no centro da maioria dos ossos compridos ¢ o produtor dos
componentes celulares do sangue, globulos brancos, vermelhos e
plaquetas. O tecido mieldide na medula Ossea consiste de eritrocitos,
granulocitos € megacariocitos (em desenvolvimento e em estadios mais
avancados) e num estroma de células reticulares e fibras com canais
vasculares sinusoidais.

As células reticulares primitivas, com as suas extensodes celulares,
fazem contacto com outras células ao longo de uma rede de fibras
reticulares formando o estroma da medula 6ssea e dos tecidos linfaticos.

As células estaminais (stem cells) pluripotentes, ou sejam, as células
mais primitivas da medula dssea sdo células que dao origem a uma dada
linhagem de células, a partir das quais se formam os varios tipos de
células do sangue.

Assim, a partir duma dessas células estaminais formam-se, apds
divisao celular, células filhas diferentes, uma substituindo a célula
estaminal original e a outra diferenciando-se depois.

As células estaminais hematopoiéticas localizadas na medula 6ssea
sdo capazes de originar todos os tipos de células maduras dos sangue,
inclusivé as das linhas linféides (células B e células T) e mieldides
(monocitos, granulocitos, eritrocitos, megacariocitos) € sao capazes de se
renovar a si proprias pois t€ém capacidade para dividir-se em duas células
filhas com o mesmo potencial de desenvolvimento que a célula
progenitora. Elas representam cerca de 0,05% de todas as células
nucleadas da medula 6ssea adulta.

A proliferacdo, diferenciacdo e actividades funcionais mieloides sao
controladas pelos factores estimuladores de colonias e por outras
citocinas que regulam factores de transcricdo Unicos das células
hematopoiéticas.

Na diferenciacdo celular ocorre a restricdo progressiva do potencial
de desenvolvimento dessa célula e um aumento da especializagdo da sua
funcdo, o que leva a formacgao de cé€lulas especializadas, tecidos e 6rgdos.
Nas células do sistema imunitario entre a célula estaminal pluripotente e a
célula madura decorrem a proliferacdo, a diferenciagdo e a maturagao
celulares.
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As células mieldides sao uma das duas classes de células sanguineas
derivadas da medula 6ssea e incluem, como ja referimos, megacariocitos,
precursores de eritrocitos, fagocitos mononucleares, e todos os
granulocitos polimorfonucleares.

Todas estas células derivam ao fim ao cabo de uma linhagem de
células estaminais, no entanto a maioria dos autores tende a restringir o
termo mieldide para os grupos de células ndo linfocitos dos globulos
brancos, incluindo-se nele os granulocitos, monocitos e linhagens de
plaquetas.

As células linfoides derivam das células estaminais de linhagem
linfoide: grandes e pequenos linfocitos, plasma cells, ou sejam, células da
linhagem B formando anticorpos diferenciados terminalmente e
segregados. O tecido linfoéide é particularmente rico em linfocitos (e
células acessorias como os macrofagos e células reticulares) e encontra-se
como ja referimos nos ganglios ou nddulos linfaticos, bago, timo, placas
de Peyer do intestino, amigdalas da faringe, adenoides, e na bolsa de
Fabricius das aves. Na figura 13 seguinte mostra-se um diagrama
esquematico de um ganglio linfatico.

O sistema reticuloendotelial ¢ um sistema difuso de células de
diversas linhagens, inclusivé macrofagos e células endoteliais fagociticas,
que bordejam os sinusdides capilares € que possuem propriedades
fagocitarias. Os ganglios ou noédulos linfaticos, pequenos o6rgaos com
forma nodosa, sdo constituidos por uma rede fina de tecido reticular no
qual estdo enredadas grandes quantidades de linfocitos, macrofagos e
células acessorias ao longo de todo o sistema linfatico.

Os nodulos linfaticos sdo pois pontos de drenagem dos fluidos dos
tecidos, sendo também locais onde os antigénios estranhos presentes nos
fluidos tecidulares comecam a desencadear uma resposta imunoldgica.

As placas de Peyer, que ja referimos, sdo 6rgaos linféides situados
no tecido da submucosa do intestino dos mamiferos contendo grandes
quantidades de células precursoras segregando IgA, tendo regides
dependentes com células B e T e centros germinativos, estando portanto
associadas com a imunidade no intestino.

Os foliculos linfoides sdo massas esféricas de células linfoides. O
bago ¢ um orgao que produz linfocitos, filtra o sangue e armazena células
sanguineas, destruindo aquelas que estao envelhecidas.

O timo ¢ um 6rgao linféide onde os linfocitos T amadurecem e se
multiplicam, composto por um estroma (epitélio timico) e linfocitos
quase inteiramente da linhagem das células T. O timo regride a medida
que os animais envelhecem.

Podemos resumir sucintamente o que anteriormente referimos.
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Diagrama esquematico de um ganglio linfatico

Foliculos linfoides(sobretudo com
células B e também FDC no estroma)

Vaso linfatico
aferente

Vaso linfatico
aferente

Seio marginal

Area para cortical (sobretudo
Com células T)

Cortex

. Vaso Veia Arteri
Seios linfatico Medula
medulares eferente

-Os linfocitos B encontram-se sobretudo no cortex em aglomerados que constituem os
foliculos linfoides que contém também FDC no respectivo estroma.
-Os linfocitos T encontram-se sobretudo na area paracortical.
-As células B e T eventualmente migram para os seios medulares podendo sair do 6rgao
linfatico.
-As células APC (apresentadoras de antigénios como por ex: as DC,macréfagos,etc) entram
nos oOrgdos linfaticos e apresentam os antigénios as células ai residentes.

Figura 13
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e - . , . Y . . o, .
Orgdos, tecidos e caracteristicas dominantes do sistema imunitario:

Primarios: Medula 6ssea ~
Timo onde as células imunitarias
— se desenvolvem

Bolsa de Fabricius
Figado fetal

Secundarios: Bago )

onde ocorrem estadios de
Nédulos linfaticos [ maturagdo independentes ou
Tecidos linfoides das dependentes de antigénios
Mucosas

Amigdala J

Terciarios: sentinelas tecidulares
Todas as células

Papeis de o6rgaos ¢ tecidos do sistema imunitario:
Medula 6ssea: hematopoiese (células estaminais);

Timo: maturagao de linfocitos T;

Baco e nédulos linfaticos: locais de reacc¢ao, células B, células T, antigénios ¢
anticorpos;

Sistema linfatico: drenagem das células;

Células do sistema: efectores de resposta;

Células dispersas: sentinelas.

Como referimos, na formacdo de células do sangue todas elas
provém dum simples tipo de célula: a célula estaminal ou stem cell
pluripotente, sendo produzidas na medula 6ssea (cerca de 10" por dia
nos seres humanos).

Estas células estaminais sdo muito raras (cerca de 1 em cada 10 000
células da medula 6ssea) e exprimem a sua superficie a proteina CD 34.
Por divisdo as células estaminais produzem duas espécies de
descendéncia, ou sejam, mais células estaminais ¢ outras células que
comegam a diferenciar-se produzindo diversos tipos de células
sanguineas, o que ¢ controlado por citocinas adequadas e/ou hormonas.
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Por exemplo, a interleucina-7 (IL-7) € o principal estimulante das células
estaminais da medula 6ssea que levam a formagdo de diversos linfocitos
(sobretudo células B e células T). Vide figura 14 seguinte sobre a
formacao de células do sangue.

Formacao de células do sangue
(tipo celular e citocinas activadoras)

Linfocito B
Célula pluripotente

Célula estaminal IL-7 IL-6

TPO Progenitora
linfoide
Célula mieloide

progenitora EPC Linfocito T

Progenitora
GM-CSF ioci EPO
mfaga.carloclto Glébulos
eritroide ermelhos
TPO-IL-1-1 ¥
Progenitora de granulocito

macrofago

Megacariocito
M-CSF

Monocito

IL-3 IL-5

Neutrofilo

Basofilo W Eosinofilo

Granulocitos

Plaquetas

Figura 14

As células B sdo produzidas e amadurecidas na medula 6ssea, mas
as precursoras das células T deixam a medula 6ssea e amadurecem no
timo. Cada célula B e cada célula T ¢ especifica para um dado antigénio,
¢ esta especificidade de interac¢do reside num receptor especifico, o
receptor BCR para o antigénio nas células B e o receptor TCR para o
antigénio nas células T.

Estes receptores sdao proteinas integrais membrandrias de que
existem milhares de copias a superficie de cada célula, sendo sintetizados
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antes da célula encontrar o antigénio, utilizando genes codificadores
montados por recombinagao de segmentos de DNA, gerando-se assim um
diversidade de receptores para o antigénio.

Estes receptores tém um local tUnico para interaccdo com a
determinante  antigénica ou epitopo do antigénio, havendo
complementaridade entre as suas superficies que interactuam através de
for¢cas ndo covalentes, desencadeando depois sinais que levam a célula a
sair da etapa GO e entrar no seu ciclo celular, originando mitoses
sucessivas um clone de células com o mesmo tipo de receptor para o
antigénio especifico. Claro que os receptores BCR ¢ TCR diferem na sua
estrutura, genes que os codificam, e tipo de epitopo com que interactuam.

As células B interactuam através dos seus receptores com antigénios
soltiveis, sendo depois essas moléculas antigénicas incorporadas no
interior da célula B através de endocitose mediada pelo receptor, apos o
que o antigénio ¢ fragmentado e estes fragmentos apresentados a
superficie das células com a ajuda de wuma molécula de
histocompatibilidade da classe IT (MHC II).

Células helper T especificas para esta estrutura, ou seja, com TCRs
complementares, interactuam com as células B, como se esquematiza na
figura 15 seguinte e segregam linfocinas que desencadeiam diversos
efeitos.

As linfocinas segregadas pelas células T helper estimulam a
multiplicacdo das células B, originando um clone de células que possuem
receptores BCR idénticos (a0 mesmo tempo que convertem estes
receptores BCR que sdo proteinas integrais da membrana das células em
proteinas soliveis ou sejam anticorpos) diferenciando-se depois esses
clones de células em plasma cells que segregam anticorpos, ou sejam, as
tais proteinas soltuveis.

Na superficie de cada célula T existem milhares de TCR (receptores
das células T) idénticos. H& dois tipos de células T que diferem quanto
aos seus receptores TCR. As células T alfa/beta (o) e as células T
gama/delta (y0).

As células T com receptores ofy interagem com um complexo
biomolecular na superficie de qualquer outra célula denominada célula
apresentadora de antigénio (APC), sendo esse complexo constituido por
um fragmento de antigénio adaptado a uma molécula de
histocompatibilidade. Os dois tipos de células T acima referidos sdo
distinguidos pela presenga a sua superficie de uma ou outra de duas
glicoproteinas denominadas CD4 e CDS.

As células T com glicoproteinas CDS8 interagem com epitopos que
sdo parte da classe I de moléculas de histocompatibilidade e quase todas
as células dos organismos superiores expressam estas moléculas da classe
L.
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(Receptor da célula B (BCR)
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Linfocinas
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CD4 " (glicoproteina)
> Receptores da célula helper T

J

ﬂ Molécula da histocompatibilidade da classe I

Figura 15

Os linfocitos T citotoxicos (CTLs) sao células T CD8+ que
segregam moléculas que destréiem as células com que se ligam. Estas
células T CD8+ rastreiam as células do organismo e destroiem aquelas
que apresentam quaisquer fragmentos de antigénios estranhos nas suas
moléculas de classe I. As células T com glicoproteinas CD4+ interagem
com epitopos que sdo parte da classe II de moléculas de
histocompatibilidade e apenas cé€lulas especializadas na apresentacdo de
antigénios da classe II de moléculas de histocompatibilidade, como € o
caso das células dendriticas (DC), de células fagocitdrias como os
macrofagos, e de células B, t€m estas caracteristicas. As células T CD4+
interagem com epitopos que sejam constituidos por um fragmento de
antigénio complexado numa molécula de histocompatibilidade da classe
II, sendo essas células fundamentais quer na imunidade mediada por
células quer na mediada por anticorpos. No primeiro caso estas células
CD4+ interactuam com o antigénio apresentado pelas células suas
apresentadoras (APC) tais como os macréfagos fagociticos e as células
dendriticas, libertando linfocinas que por seu turno atraiem mais células
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para esta zona inflamatéria desencadeando todo um processo para destruir
o material antigénico.

No segundo caso as c€lulas T CD4+ também chamadas células
helper (ver figura anterior) interactuam com células B apresentadoras de
fragmentos antigénicos, originando a formacao de clones ou plasma cells
responsaveis pela formagdo de anticorpos contra este antigénio.

As células T gama/delta (yd) diferem em varios aspectos das células
T alfa/beta (af) ndo tendo também glicoproteinas CD8 ou CD4 a sua
superficie e a sua fun¢do € por ora um mistério.

3.3 - Células dendriticas (DC) suas origens e
interaccoes:

As células dendriticas (DC) s@o leucocitos especializados na captura
de antigénios que iniciam respostas imunitarias mediadas por células T
(Young e Steinman, 1996). As células DC sao ricas em moléculas de
complexos principais de histocompatibilidade (MHC) da classe 1 e da
classe II, sendo dotadas de propriedades acessoOrias mais potentes que
outras c€lulas apresentadoras de antigénios (APCs).

O aspecto dendritico caracteristico, em diagrama, de uma célula DC
madura esquematiza-se seguidamente.(Figura 16)

Figura 16
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Sendo notdério um corpo celular que emite numerosas projeccoes
para a periferia e onde podem interactuar diversos tipos de moléculas ou
células.

A célula emite pois longas extensdes em varias direc¢des a partir do
corpo celular, chegando a atingir 10l de comprimento, e exprimem altas
taxas de produtos MHC da classe 1 e da classe Il para apresentacdo de
antigénios, o que soO por si ndo produz imunidade.

Nas moléculas acessoérias das DCs, que sdo glicoproteinas que
interactuam com receptores especificos nas células T, referem-se a LFA-3
(CD58), BF-1 (CD80) e B7-2 (CD86), ICAM-1 (CD54) ¢ ICAM-3
(CD50) e CDA40.

A menor capacidade fagocitica das células DC deve-se a sua pobreza
em receptores para os complexos imunes (FcyR) de C3 e para os seus
fragmentos.

No bago as células DC encontram-se na polpa vermelha e
imediatamente adjacentes a polpa branca.

O CNS ¢ um local imunopriveligiado dada a auséncia de potentes
APC (células apresentadoras de antigénios) inclusivé células dendriticas
DC (Pashenkov et alii, 2001). Contudo, ha evidéncias de que as células
DC podem-se desenvolver a partir de células residentes no CNS e
migrarem depois para o fluido cérebroespinal.

Os linfocitos B e T estdo sob controlo das células DC através de
citocinas (Banchereau e Steinman, 1998).

As células dendriticas foram identificadas em 1973 no baco de ratos
(Steinman e Cohn, 1973) depois de terem sido primeiramente descobertas
por Langerhans em 1868.

As DC derivadas dos tecidos linfoides sao estimulantes potentes das
respostas imunitdrias primarias (Steinman et alii, 1974; Steinman e
Witmen, 1978; Witmen e Steinman, 1984; Inaba et alii, 1984)
encontrando-se células DC em tecidos nao linféides (Hart e Fabre, 1981;
Hart et alii, 1983).

Sao células especializadas na apresentacdo de antigénios (APC)
dotadas duma capacidade extraordindria para iniciar respostas primarias
¢ secundarias dos linfocitos T (Steinman, 1991; Hart e Calder, 1994).

A capacidade de migracao de que as células DC sdo dotadas ¢
provavelmente dirigida por uma série de mediadores quimicos € na
apresentacdo de antigénios ha uma interac¢do especifica das celulas DC
com os linfocitos T.

As células DC sao distintas dos macréfagos e dos granulocitos sendo
as células DC mais potentes que outras células APCs.

As células DC esplénicas podem ter diferentes caracteristicas (Hart e
Calder, 1994) apresentando significativas variacdes regionais.
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Nas propriedades funcionais das DC refere-se que elas possuem
capacidades limitadas de fagocitose e pinocitose que sdo suficientes para
processar antigénios em ordem a produzir péptidos estimuladores dos
linfocitos T.

A grande actividade fagocitaria e proteolitica esta mais a cargo dos
macrofagos (Steinman, 1991).

As células DC apo6s tomarem o antigénio migram € iniciam
interac¢des membranarias com os linfocitos T para coestimular a resposta
especifica destes.

A capacidade de tomada e de processamento dos antigénios pelas
células DC depende do seu estado de diferenciagdo ¢ duma variedade de
receptores de membrana para esta tomada.

O complexo antigénio-receptor resultante pode depois transitar entre
diferentes tipos de células e talvez mesmo dos macrdéfagos para as células
DC.

Ha um reportdrio de receptores FcR nas células DC estando também
assinaladas nestas células vestigios de receptores ¢ para o complemento.

As células dendriticas, com o formato dendritico que lhe d4 o nome,
sdo células que derivam da medula 6ssea com origem nas células
estaminais linfoides e mieloides que se encontram disseminadas em todos
os orgaos linfoides, inclusivé no timo, baco e ganglios linfaticos, assim
como em quase todos os oOrgdos e tecidos ndo linféides (Lipscomb e
Masten, 2002). H4 duas espécies de células dendriticas: as DC1 que
descendem de monocitos e as DC2 que parecem derivadas de linfocitos.

As células DC constituem um conjunto diversificado de células,
todas elas com grande capacidade para apresentarem antigénios para
estimularem a memoria imunologica e células T efectoras. As células DC
imaturas respondem aos sinais de agressdo, maturando-se e
diferenciando-se.

Como dissemos, as células DC expressam constitutivamente os
complexos MHC da classe I e da classe II e estimulam células T do tipo
CD4 e CD8 com maior eficiéncia do que qualquer células APCs.

As células DC imaturas tém capacidade para tomar o antigénio
através de receptores ou nao receptores, degradando depois este antigénio
em vesiculas endociticas para produzir antigénios peptidicos capazes de
ligarem-se com os MHC da classe II.

As células DC maduras e imaturas tém distintos receptores para
quimocinas que regulam o seu trafego dentro dos tecidos. As células DC
maduras sdo células migradoras que se deslocam de um local para outro
adquirindo capacidades especificas em cada local em que se encontrem e
realizando fungdes especificas em cada um deles. No quadro 4 seguinte
referem-se algumas caracteristicas das pDC (da medula dssea e sangue
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periférico) das iDC (células dendriticas imaturas) e das mDC (células
dendriticas maduras).

Ganglios linfaticos e tecidos
Medula ossea e associados

sangue periferico Tecido

(@y—

pDC iDC mDC
Tomada de +++ +
antigénio
Processamento de +++ +
antigénio
MHC classe 11 + +++
Quimocinas Quimocinas Quimocinas
produzidas inflamatorias linfoides
Receptores para CCRI, CCR4, CCR7,
quimocinas CCR2,CCRS5, CXCR4
CCR6, CXCRI1
Moleculas + +++
coestinuladoras

(Adaptaddo de Lispscomb, M.R. e Masten,B.J. 2002)

Quadro 4

Os antigénios complexados com as moléculas MHC da classe 11
apresentados pelas células DC maduras sdo depois reconhecidos pelo
receptor das células T (TCR) expressos em células TCD4 que sdo
estimuladas para proliferar.

Estdo descritas pelo menos cinco tipos de populagdes de células DC
nos orgaos linfoides centrais e periféricos do rato (Lipscomb e Masten,
2002). Nas interac¢des das DC com as células TCD4+ as DC fornecem
sinais para as células T-CD4 especificas do antigénio iniciarem a sua
proliferacao e diferenciagdo. As DC tomam o antigénio e processam-no
produzindo péptidos antigénicos capazes de ligarem-se ao MHC classe 1.
As DC exprimem a sua superficie um grande nimero de complexos MHC
classe II ligados com os péptidos resultantes da degradagdo do antigénio
para serem reconhecidos pelos receptores das células T (TCR) expressos
pelas células TCD4+ que em resultado destas interacgdes sao estimulados
na sua proliferagao.
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As células DC podem processar antigénios através da via que utiliza
o complexo MHC da classe I ou através da via que utiliza o complexo
MHC da classe I1.

Faz-se seguidamente uma comparagdo entre o processamento do
antigénio por células DC (Lipscomb e Masten, 2002) por um e por outro
complexo.

Via com MHC da classe I:

(Processamento do antigénio)

Antigénio tomado por fagocitose e endocitose mediada por receptor;
protedlise limitada; transporte activo para o citosol; degradagdo por via
proteossomal no citosol; entrada no ER através de transporte associado
(TAP); no ER associagdo com as moléculas MHC classe 1 a serem
biossintetizadas de novo; transporte vesicular para a superficie da célula;
apresentam antigénios as células TCD8+.

Via com MHC da classe II:

(Processamento do antigénio)

idem mais pinocitose da fase fluida; endossomas periféricos e
centrais com alguma proteolise; entrada dos péptidos num compartimento
vesicular rico em MHC classe II, ou seja, o MIIC onde se liga com MHC
classe II; transporte para a superficie celular do complexo anterior;
apresentam antigénios as células TCD4+.

Os antigénios de proveniéncia exdgena podem ser tomados por
diversas células apresentadoras desses antigénios (APC) como ¢ o caso de
células fagociticas como as células dendriticas (DC), os macréfagos e os
linfocitos B.

Estas células APC fagocitam os antigénios por endocitose,
degradam-nos nos lizossomas, ¢ depois apresentam os produtos desta
degradagdo a superficie celular dentro duma molécula MHC da classe I,
onde podem ser reconhecidos por cé¢lulas T CD4+ como se esquematiza
na figura 17 seguinte.
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Figura 17
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Os linfocitos T provém de células estaminais linféides que migram
da medula éssea para o timo onde se diferenciam sob a influéncia de
hormonas do timo.

Nestes linfocitos T hd que considerar diversos subtipos como as
células T citotoxicas, as células T auxiliares (Th ou helper) e ainda as
células T supressoras, com funcionalidades diversas e estruturalmente
diferentes.

As celulas T citotoxicas destroiem as células que apresentam
péptidos estranhos ligados ao complexo MHC da classe I.

As células T auxiliares (Th) estimulam células B que apresentam
péptidos estranhos ligados ao complexo MHC da classe II.

Na diferenciagdo das células Th, quando elas adquirem CD4, elas
sao denominadas células pré-Th, e quando contactam com um antigénio
comecam a proliferar e sdo activadas, sendo a natureza do antigénio que
parece determinar a via que elas seguem, ou a via que leva as células Thl
ou a via que leva as células Th2 (vide figura adiante).

As células APC, como por exemplo as dendriticas (DC), como ja
referimos, engolfam o antigénio por fagocitose ou pinocitose, digerem-no
depois, e os fragmentos resultantes sdo apresentados a superficie celular
pelas moléculas de MHC.

As células Thl sdo produzidas quando as DC do tipo DCI
apresentam o antigénio ao receptor da célula T para o antigénio e
segregam interleucina 12 (IL-12) levando as Thl a segregarem as suas
proprias linfocinas (ver figura adiante) tais como o factor de necrose
tumoral (TIVF-3 ou linfotoxina) e interferdo gama (IFN-y).

Estas linfocinas segregadas pelas células Thl estimulam os
macrofagos. As células Th2 sdo produzidas quando as cé¢lulas dendriticas
do tipo DC2 apresentam o antigénio ao receptor da célula T para o
antigénio, produzindo ndo se sabe por intermédio de que linfocina celular,
pré-Th.

No entanto, as principais linfocinas segregadas por estas células Th2
sao a IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, que estimulam a formag¢do de células B,
desencadeando estas ultimas a imunidade mediada por anticorpos.

Nas células T citotoxicas DC8+  ha que considerar dois
subconjuntos: as Tcl que segregam IFN-y como as células Thl e as Tc2
que segregam IL-4 (como as células Th2).

Os antigénios presentes que determinam quando as células pré-Th
seguem uma ou outra via (vide figura 18 seguinte) também regulam as
respostas a obter. Assim, a Th1 inibe a via que leva a Th2 e a Th2 inibe a
via que leva a Thl.

As células Thl e Th2 tém diferentes receptores para diferentes tipos
de quimocinas.
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Figura 18

Sugerem resultados experimentais (Huang et alii, 2002) que as
células DC sao transportadores entre o limen do intestino e a maquinaria
linfoide replicativa dos agentes das TSE.

As células dendriticas migradoras da medula dssea entram via
sanguinea na parede intestinal, englobam antigénios a partir do limen do
intestino e transportam-nos via linfa para os nodulos linfaticos
mesentéricos (Banchereau et alii, 2000).

As  células  dendriticas mieldides CDIllc+  localizadas
subepitelialmente e dotadas de capacidade migratéria, sdo alvos precoces
da infeccao pridnica e podem contribuir para disseminagao da infecgdo da
periferia para o CNS (Luhr et alii, 2002).

ETIOPATIA DAS PRIONOSES ANIMAIS E SUAS BASES 69



ORDEM DOS MEDICOS VETERINARIOS

Como ja referimos foi possivel verificar (Luhr et alii, 2002) com
estudos in vitro que linhas celulares em cultura (células GTI-1) infectadas
com scrapie eram eficientemente incorporadas por células DC e, com
surpresa, verificou-se que os PrPsc contidos nessas células eram
processados e rapidamente decompostos (o PrPsc ¢ geralmente resistente
a degradacao proteica).

Isto leva os autores deste trabalho a admitir especulativamente que
as DC-CDI11c+ tenham um papel duplo nas infec¢des pridnicas, por um
lado facilitando a neuroinvasdo ao transferirem o agente infeccioso como
foi observado em estudos in vivo, e, por outro lado, protegendo os
organismos dessas infeccoes ao degradarem eficientemente os PrPsc,
resultando do equilibrio ou desequilibrio entre estas duas funcdes a
propagacao ou nao do agente infeccioso PrPsc.

Noutros estudos (Beringue et alii, 2000; Carp e Callahan, 1981)
também foi sugerida a degradacao do scrapie infeccioso por macréfagos,
propondo-se também um mecanismo compensatorio desempenhado pelos
macréfagos (Beringue et alii, 2000) tal como se referiu anteriormente
para as DCs.

As células DC estdo pois implicadas na disseminag¢do dos PrPsc do
intestino para os tecidos linféides e destes para o CNS (Aucouturier et
alii, 2001).

Como veremos adiante as células foliculares dendriticas (FDC) sao
local de replicacdo dos PrPsc e facilitam a disseminacdo das infecgdes
para o CNS (Brown et alii, 1999; McBride et alii, 1992; Montrasio et alii,
2000). Abordamos seguidamente as diversas vias que podem levar a
formagao de células DC e alguns factores intervenientes.

Esquema proposto para a origem de subconjuntos das células DC a
partir de células estaminais hematopoiéticas pluripotentes progenitoras
CD34+ mieloide e linféide (Lipscomb e Masters, 2001; Shortman e Caux,
1997).

As trés vias derivadas dos precursores mieldides, uma da
directamente DC a partir de monocitos do sangue, sem divisdo, as outras
duas dao DC por divisao e diferenciagdo de uma célula mieldide
precursora comum sob estimulo de GM.CSF.

As vias derivadas de precursores linfoides, uma ocorre inteiramente
dentro do timo, a outra for a do timo produzindo DCs que se encontram
no bago e ganglios linfaticos e operam sem estimulo da hormona mieloide
GM.CSF.

Os monocitos do sangue periférico podem diferenciar-se em células
dendriticas ou em macréfagos consoante os sinais que lhes chegam dos
meios em que migram nos tecidos periféricos. Estimulos com GM.CSF
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Quadro 5

ETIOPATIA DAS PRIONOSES ANIMAIS E SUAS BASES

71



ORDEM DOS MEDICOS VETERINARIOS

(factor estimulante de colonias granulocito-macréfago) mais a
interleucina 4 (IL-4) produzem células DC, mas se a estes estimulos se
acrescentar IFN-y (interferdo gama) a diferenciagdo ja se orienta para a
producdao de CD14-CD64+ macrofagos (Delneste et alii, 2003). As
células DC sao as células APC mais potentes.

As células DC imaturas captam na periferia antigénios € migram
para os orgaos linféides onde sofrem um processo de maturacao, apos o
que activam células T especificas para o antigénio.

Os macréfagos sdo menos eficientes do que as células DC para
estimular as células T.

O interferdio gama ¢ um potente activador dos macrofagos
inclusivamente na expressao dos genes do proteossoma (Schreiber e
Celada, 1985).

3.4 — Células foliculares dendriticas (FDC) e centros
germinativos (GC) suas fungoes e interaccoes:

As células FDC encontram-se apenas nos foliculos dos nédulos ou
ganglios linfaticos e sobretudo nas zonas claras dos centros germinativos,
diferindo em muitos aspectos das cléssicas células dendriticas (DC)
apresentadoras de antigénios as células T.

Forma dendritica com corpo celular com variados prolongamentos e
interactuando com células B e T.(Figura 19)

Forma dendritica com corpo celular com variadissimos
prolongamentos e interactuando com celulas Be T

FDC

R R
®)

CélulasBe T

Figura 19
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As FDC tém uma vida longa e derivam de células mesenquimatosas
locais e possuem complexas extensdes citopldsmicas revestidas com
dendritos que interagem com células germinais B ¢ T que se encontram
em seu redor.

Receptores na superficie das FDCs fixam complexos imunoldgicos
sem endocitose e essas moléculas adesivas interagem com células
linféides, influenciando a migracdo, activacdo, proliferacao,
sobrevivéncia e diferenciacao das células B em células com memoria e
admitindo-se que actuando também nas células T dos centros germinais
(Heinen, 1995).

As FDCs sdao pois importantes ao seleccionar linfocitos B com
memoria nos centros germinativos, ao apresentarem antigénios nativos as
células potencialmente com memoria e dentro destas apenas as células B
que tenham receptores com alta afinidade para elas interagirem. Estes
linfocitos B depois sobrevivem, enquanto as células B que nao interagem
com as FDCs sofrem apoptose (Van Nierch e Groot, 2002).

As FDCs encontram-se nos foliculos dos diversos 6rgaos linféides
secunddrios e pertencem as células do estroma desses 6rgaos.

Numa série de doencas autoimunes e¢ em situacoes inflamatorias
cronicas pode verificar-se a formacao de FDC ectopica, o que prova que a
formacdao de FDC ndo ocorre apenas nos orgdos linfoéides secundarios e
ela pode ocorrer quando condigdes locais induzem (a partir dum dado tipo
de célula precursora) a maturacdo em células FDC, ndo se conhecendo
quais sdo essas cé€lulas precursoras embora se suspeite que sejam linhas
celulares do tipo fibroblasto, como ¢ o caso de células precursoras
mesenquimatosas do sangue periférico (Van Niercp e Groot, 2002).

Nos foliculos linféides primarios e secundarios as FDCs sao células
unicamente do estroma (Liu ef alii, 1996).

Os linfocitos B circulando migram através das redes de FDC onde as
células B activadas sofrem um ampliagao clonal dentro das redes FDC, de
certa forma dependendo de células T, gerando-se assim centros
germinativos (GC).

Aqui as células B sofrem mutagdo somatica, seleccdo positiva e
negativa, switching do isotipo e diferenciacdo, dando plasma cells de alta
afinidade e células B com memoria imunoldgica.

As FDCs exprimem os trés tipos de receptores para o complemento,
assim como os receptores Ig-Fc através dos quais os complexos imunes
Ag-Ac sdo retidos por muito tempo, ndo se sabendo como ¢ que isto
ocorre, inclusivé sem internamento dos antigénios. No entanto, as FDCs
contribuem para a sobrevivéncia e activagao das células B periféricas,
fazendo-se a adesdo entre essas células através de ICAM-1 (CDAS54),
LFA-1 (CDl11a) e VCAM-VLA4 (Liu et alii, 1996) produzindo ainda as
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FDC quimocinas CXCL13 quimioatraentes para os linfocitos B (Marshall
et alii, 2002).

As FDCs tém capacidade para tomar e manter a sua superficie
antigénios por mais de um ano (MacLennan, 1994) antigénio esse que ¢
mantido numa forma nao processada, podendo depois esse antigénio ser
tomado por células B, a partir da FDC, processando depois essas células
B o antigénio e apresentando-o as células T. Centrocitos parecem ter
seleccionado a sua capacidade para interactuar com o antigénio retido na
FDC (MacLennon, 1994).

Os agentes da CJD (Creutzfeldt-Jakob disease) distribuidos a
superficie das FDC em agregados de PrP patolégicos podem disseminar-
se por contactos cé€lula a célula, podendo diversos tipos de leucocitos
estar implicados na disseminacdo desses agentes, estando identificadas
células da linhagem mieldide como infecciosas, havendo possibilidade de
uma disseminagdo hematogénica (Manuelidis et alii, 2000). Parece pois
que as FDC nao sdo necessarias para a disseminagdo a partir da periferia,
mas sendo as FDC necessarias para facilitar a disseminacao através da
acumulacdo a sua superficie de PrP patolégicos. Onde se replicam os
agentes infecciosos PrPsc ndo estd bem esclarecido, embora os
macrofagos possam sequestrar grandes quantidades de infecciosidade
actuando como reservatorios em infecgdes latentes prolongadas.

No papel do sistema imunitario nas TSE parece que células desse
sistema imunitario estariam implicadas nos locais de entrada da infecgao,
actuariam ainda como vias para a difusdo do agente, € podiam mesmo
fornecer suporte para a replicagdo ou acumulagdo do agente infeccioso.

Em ratos adaptados ao scrapie, por inoculagdo subcutanea, o agente
infeccioso associa-se com leucocitos sanguineos da circulagdo, tal como
na CJD natural e experimental.

Estirpes particulares do agente infeccioso t€ém diferentes graus de
linfotropismo e neurotropismo, tendo também como alvos distintas
classes de células derivadas da medula 6ssea ou de outros Orgaos
linforeticulares. Nas células do bacgo as células B, células T, ¢ em menor
extensdo os macrofagos, tém apreciaveis niveis de infecciosidade apesar
de expressarem pobremente PrP (Caughey et alii, 1988; Kuroda et alii,
1983; Raeber et alii, 1999).

Nas FDC, células imoveis altamente especializadas dos centros
germinais dos orgdos linféides secundarios, ha quem refira que essas
FDC sao necessarias para a replicagao dos agentes (Brown et alii, 1999;
Kitamoto, 1991).

E possivel que as FDC colectem infecciosidade e a transmitam a
leucocitos do sangue deslocando-se estes entre os locais periféricos e o
cérebro.
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Trabalhos experimentais parecem revelar que as FDC ndo sao
essencias para a replicacdo periférica do agente da CJD nem necessarias
para a disseminacdo da infec¢do, embora se admita que as FDC
favorecem a disseminacdo do agente da CJD.

As células FDC acumulam PrPsc em individuos afectados por VCJD
(Burthem et alii, 2001) e noutras TSE animais (Kitamoto et alii, 1991;
McBride et alii, 1992; Hill et alii, 1999).

As células FDC nao migram parecendo necessario que o transporte
de PrPsc do intestino para os orgdos linfoéides e para o CNS recorra a
outro tipo de células.

Elevadas concentragdes de PrPc estdo presentes nas células
dendriticas mieldides (DC) que envolvem a polpa branca do bago, células
estas diferentes ontologicamente e funcionalmente das células FDC.
Como vimos, as células DC derivam da medula 6ssea a partir de células
estaminais linféides e mieldides que depois povoam todos os Orgaos
linféides (inclusivé timo, bago e ganglios linfaticos) assim como quase
todos os tecidos nao linfoides e 6rgdos. As origens e diferenciagdo das
DC sao reguladas. A expressao de PrPc ¢ fortemente induzida durante a
maturacdo das células DC ¢ nestas células estdo colocalizados esses PrPc
com moléculas de MHC da classe II. As células FDC sdo necessarias
para a replicacdo do PrPsc antes da neuroinvasido (Brown et alii, 1999;
Montrasio et alii, 2000).

As FDC residem dentro de areas de células B nos 6rgaos linfoides
onde ligam e retém antigénios na sua superficie celular durante meses e
até anos (Tew et alii, 1990) revelando estas células FDC um baixo
turnover ¢ nao recirculando. Nos humanos os linfocitos B e T periféricos
exprimem baixas taxas de PrPc enquanto se observam altas taxas em
subconjuntos de células killer (NK) naturais, plaquetas e monocitos
(Dodelet e Cashman, 1998; Barclay et alii, 1999; Durig et alii, 2000).

Contudo, parece que a expressdo de PrPc depende da fase de
desenvolvimento ¢ activacdo de cada célula. Nos tecidos animais com
TSE o PrPsc esta particularmente concentrado nas células FDC (Hill et
alii, 1999). Nos ratos o PrPsc tem sido detectado nas células FDC, células
B e células T dos foliculos linfoides (Brown et alii, 1999) indicando que a
transmissao e propagacao do PrPsc requer a interac¢do de diversos tipos
celulares.

Papel das FDC na patogénese dos prides (Prinz et alii, 2002;
Montrasio et alii, 2000; MacKay e Bowning, 1998):

Em bagos de ratos inoculados experimentalmente com scrapie esta
referido o impedimento da replicagdo de prides na auséncia de FDC

funcionais (Montrasio et alii, 2000) o que experimentalmente pode ser
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conseguido. Nestas circunstancias a acumulagdo de prides no bago ¢
abolida e ha um atraso na neuroinvasdo desencadeada pela inoculagdo
intraperitoneal de scrapie, o que sugere que as FDC sdo a principal sede
de replicagdo dos prides no bago.

As FDC, células especializadas nos centros germinais na
apresentacdo de antigénios intactos para reconhecimento pelas células B,
podem ser impedidas nessa fun¢do sendo convertidas em células FDC
nao funcionais. As presengas de linfotoxinas o/f (Lt o/f) e/ou TNF
(factor de necrose tumoral) sdo necessarias para a manutencdo no seu
estado funcional das FDC (McKay e Browning, 1998).

A forma LT ligada a membrana (LT o1B2 heterotrimero) é expressa
nos linfocitos activados e a sinalizagdo ¢ feita através do receptor LT [
(LT BR) expresso nas células do estroma como ¢ o caso das FDC
(Mabbolt et alii, 2003).

Nos ratos adultos a manutencdo das redes pre-existentes de FDC no
seu estado diferenciado requere a estimulagdo continua através dos seus
LTBR porque sendo colapsa o seu estado de maturagdo, o que a suceder
bloqueia a acumulacao precoce de scrapie no bago.

As FDC expressando PrPc necessitam pois de linfotoxinas sinais que
provém das células B e que mantém as FDC no seu estado diferenciado
levando o eventual bloqueio deste sinal (por exemplo, pela LTBR-Ig, ou
seja, a linfotoxin Preceptor imunoglobin fusion protein) a sua
desdiferenciagdo temporaria e supressao da expressio de PrPc com
bloqueio da acumulagdo de PrPsc dentro do bago e reduzida
susceptibilidade a prionose (Mabbot et alii, 2003).

Isto demonstra que as FDC maduras (diferenciadas) sdo criticas para
a transmissao pelo menos do scrapie a partir do intestino. H4 acumulagao
precoce de PrPsc nas FDC apos inoculagdo oral de roedores (Beekey e
MacBride, 2000) e em ovinos (Andreoletti et alii, 2000; Heggebo et alii,
2002).

As FDC maduras sdo criticas na transmissao do scrapie do lamen do
intestino para o CNS.

As FDC podem pois desdiferenciar-se para um estado imaturo e
perderem a sua capacidade de fixagdo de antigénios e sofrerem apoptose
(Mabblot et alii, 2003).

Os macrofagos tém sido propostos como substitutos das FDC, na
auséncia destas, como acumuladores de PrPsc (Prinz et alii, 2002).

Em virtude da sua mobilidade os macrofagos sdo um forte candidato
para o transporte de PrPsc dos centros germinais para os terminais dos
nervos simpaticos (Prinz et alii, 2002).

A actuacdo dos macrofagos parece no entanto depender da dose do
agente infeccioso, pois uma porcdo substancial do indculo pode ser
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destruida por eles (Beringue et alii, 2000; Carp ¢ Callahan, 1982). Assim,
doses pequenas seriam facilmente destruidas pelos macrofagos enquanto
com doses elevadas sobraria sempre uma frac¢ao do in6culo (Mabblot et
alii, 2003).

De qualquer forma, ha registos (Prinz et alii, 2002) de que na
permanente auséncia de FDC seriam os macrofagos o local da replicagao
dos prides € para a neuroinvasao a partir dos 6rgaos linfoides.

A neuroinvasdo apds inoculacdo com elevadas doses de scrapie
podera ocorrer pelos terminais dos nervos no local da inoculagdo ou apos
transporte para os nervos periféricos pelas células DC (Jeffrey et alii,
2000).

O PrPsc acumula-se dentro dos ganglios linfaticos pouco apos a
inoculacao oral (Beekes et alii, 2000; McBride et alii, 2001).

Nas placas de Peyer as redes de FDC encontram-se situadas
distalmente do limen do intestino ¢ em intima associacdo com as fibras
nervosas que ocorrem ao longo da parede do intestino (Beekes et alii,
2000). E possivel que apoés a acumulagio e/ou replicagdo nas FDC, a
neuroinvasao aconteca via nervos entéricos na parede do intestino, ou das
placas de Peyer adjacentes das FDC (Beekes et alii, 2000; McBride et
alii, 2001).

A replicagdo dos prides pode acontecer em Orgaos linfoides
secundarios mesmo na auséncia de FDC maduras (Prinz et alii, 2002) ¢ a
patogenia dos prides no sistema linforreticular pode ser topograficamente
compartimentada e os nodulos linfaticos (mais do que o bago)
representarem a principal sede de infecciosidade.

As células hematopoiéticas e as células do estroma na patogénese do
prides parecem ambas intervir (Prinz et alii, 2002).

3.5 — Sistema complemento e prides:

A despeito da natureza infecciosa das prionoses naturais dos
animais, nenhuma resposta imunologica proeminente tem sido até agora
identificada. Contudo, ultimamente o complemento, um componente do
sistema da imunidade inata, tem sido apontado por Kovacs et alii (2004)
como implicado na patogénese precoce das infecgdes pridnicas
experimentais, inclusivé foi verificado em cérebros humanos de doencas
prionicas a presenca de compostos activos Clq e C3b do sistema
complemento em depositos da proteina pridnica € em complexos de
ataque a membranas nos neurdnios (Kovacs et alii, 2004).

O sistema complemento, que faz parte do sistema imune inato, ¢
constituido por uma série de proteinas do plasma sanguineo e das
membranas celulares que interactuam entre si, que, como o nome indica,
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complementam a funcdo dos anticorpos na elimina¢do de antigénios, o
que ¢ feito de trés formas:

1) matando as células estranhas ligando-se e ligando as suas
membranas celulares, o que constitui a fixagdo do complemento;

2) estimulando a fagocitose de particulas ou moléculas estranhas, o
que constitui a opsonizagao;

3) desencadeando uma reac¢do inflamatodria local na parede da area
interessada e atraindo células fagocitarias.

Frequentemente as proteinas do sistema complemento conferem
protec¢do imunitaria até que os anticorpos sejam produzidos.

Este sistema complemento compreende algumas dezenas de
proteinas plasmaticas distintas (uma série de serina-protease) (veja-se o
quadro 6 seguinte) que interactuam em dois conjuntos de reacgdes
relacionadas: a via cldssica dependente de anticorpos e a via alternativa
independente de anticorpos.

A via cléssica ¢ desencadeada pelos complexos antigénio-anticorpo,
formando-se trés complexos sucessivamente activados ligados as
membranas, ou seja: a unidade de reconhecimento que assembla sobre a
superficie celular os complexos antigénio-anticorpo; a unidade de
activagdo que amplifica o acontecimento de reconhecimento através
duma cascata proteolitica; e o complexo de ataque a membrana (MAC)
que perfura a plasma membrana marcada pelo anticorpo e origina a lise
celular e morte (no quadro atras referido anotam-se os componentes
proteicos actuantes nestas trés fases e as suas caracteristicas).(Figura 20).
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Componentes proteicos do sistema complemento e suas caracteristicas:

Proteina: Estrutura em subunidades: Massa da subunidade:
(KD)

Unidade de reconhecimento (C1)

Clq A6B6C6 460

Clr o2 166

Cls o2 166

Unidade de activacao

C2 monomero 102
C3 of 185
C4 ofy 200
Unidade de ataque 3 membrana

C5 of 191
C6 mondmero 120
C7 mondmero 110
C8 ofy 151
Cc9 monomero 71

Via alternativa

Factor B monomero 92
Factor D monomero 24
Properdina(P) o4 220
Proteinas reguladoras

Factor H monomero 150
Factor I of 88
Proteina

de ligagao C4b o2 550
Inibidor CI monomero 110
ProteinaS  monomero 83

(adaptado a partir de Reid, 1986)
Quadro 6

A via alternativa da fixagdo do complemento utiliza varios dos
mesmos componentes da via cldssica e causa, como aquela, a formagao
de C5 convertase que desencadeia o complexo de ataque & membrana
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(MAC) diferindo as duas vias, alternativa e cléssica, no facto da primeira
ser independente da presenga de anticorpos, actuando antes de se instalar
uma resposta imunoldgica e intercedendo a um baixo nivel (vide figura
seguinte). O sistema complemento ¢ regulado a fim de poder discriminar
os tecidos normais das substancias estranhas, e esta regulacdo pode ser
alcancada por inactivagdo dos seus componentes, como por exemplo o
espontaneo declinio de alguns desses componentes, a sua degradacao por
protéases especificas, ou ainda a sua inactivacdo por associacdo com
proteinas inibidoras especificas.

Esta regulacdo destina-se pois a minimizar os estragos das células
hospedeiras e a alvejar os invasores estranhos as células.

A activacdo do sistema complemento ¢ um importante factor que
participa nas doengas do sistema nervoso central (Rus e Niculescu, 2001).
Os astrocitos e os neuronios tém capacidade para sintetizar componentes
do sistema complemento (Rus e Niculescu, 2001). A mielina e
oligodendrocitos (OLG) activam a via classica do complemento in vitro
na ausé€ncia de anticorpos. Ha observagdes que referem que a activacao
do complemento ¢ o assemble de C5b-9 desempenham um papel
importante na patogenia das desordens do CNS.

Alguns componentes do complemento, como o C3b, possuem
receptores em certos leucocitos e quando ocorre interac¢do entre eles
desencadeia-se uma estimulacdo na capacidade fagocitaria dessas células
(opsonizagdo).

Os antigénios sdo atraidos e retidos na superficie das células FDC
através da interac¢do entre o complemento e receptores celulares para o
complemento.

Estd verificado por Mabbolt et alii (2001) que em ratos com
depleccdo temporaria do componente C3 do complemento, ou com
defeciéncia genética do componente Clq do complemento, que apds a
infeccdo periférica com scrapie ha um retardamento notavel da doenca e
ainda uma reducao na acumulagdo precoce de PrPsc no bago, o que leva a
admitir que em fases iniciais da infeccdo os componentes C3, e talvez
Clq, do complemento contribuem para a localizacdo da infecciosidade
TSE no tecido linféide com as consequéncias inerentes.

O componente Clq do complemento facilita a patogénese precoce
dos prides (Lotscher et alii, 2003) parecendo o complemento estar
envolvido na patogénese periférica dos prides.
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Diagrama esquematico das vias de activacdo
do sistema complemento
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Figura 20
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Duas classes de moléculas receptoras das células FDC capazes de
atrair antigénios sao os receptores do complemento, como por exemplo os
CD21/CD35 (constitutivos) e os receptores FcyRIIB (ndo constitutivos).
Os primeiros geram memoria nos linfocitos B, parecendo que os
complexos C3-antigénios, ou os complexos imunes sdo atraidos via
CD21/CD35 (Barrington et alii, 2002).

Os ligandos naturais para o CD21 e o CD35 s3o produtos de
activagdo do componente C3 do complemento (C3d e C3b,
respectivamente) (Fisher et alii, 1998) que se encontram covalentemente
acoplada com o antigénio.

A activagdo de componentes especificos do complemento esta
implicada na retencao inicial dos prides nos 6rgaos linforreticulares cedo
apos a infeccao (Klein et alii, 2001).

Em ratos com scrapie experimental, por inoculagado intra-peritoneal,
a depleccao de linfocitos B evita a neuropatogénese provavelmente
impedindo a maturagdo das células FDC dependentes de linfotoxinas. As
FDC, os maiores reservatorios extracerebrais de prides (Klein et alii,
2001) atraiem complexos imunes através do receptor Fc-y e antigénios
C3d/C4b opsonizados através de receptores CD21/CD35 do
complemento.

Papel do complemento nas prionoses:

O complemento tem um papel central na resposta imunitaria
humoral, opsonizando o antigénio ou os complexos imunologicos em
ordem a que eles possam ser fixados por receptores do complemento do
tipo 2 (CB2, CD21) expressos pelas células B, células foliculares
dendriticas (FDC) e por algumas células T. Isto ¢ alcancado através de
diversos mecanismos ¢ pela promogao da interac¢do entre as células B ¢
as FDC (Nielsen et alii, 2000). A acumulagdo precoce de PrPsc apos
infeccdo periférica ocorre nas FDC dentro dos centros germinais dos
tecidos linfoides.

Os antigénios sao fixados e retidos na superficie das FDC através de
interacgdes entre os componentes do complemento e seus receptores
celulares (Mabbot et alii, 2001).

Os PrPsc acumulam-se nas células FDC (Kitamoto et alii, 1991) que
funcionam como captadores de antigénios dependentes de anticorpos e
complemento. Esta captura consiste essencialmente na fixagdo de
complexos imunologicos pelos receptores Fc-y e na ligacao de antigénios
opsonizados C3d-C4b (ligados covalentemente pela adic¢ao dos factores
C3d e C4b do complemento) aos receptores CD21/CD35 do
complemento.
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Em estudos experimentais com ratos (Klein et alii, 2001) verificou-
se que a depleccao de imunoglobulinas circulantes ou de receptores Fc-y
nao influenciava a patogénese do scrapie se a maturacdo das células B
nao fosse afectada. Mas em ratos defecientes em C3, Clq, Bf/C2 ou em
receptores do complemento, ficavam parcialmente ou completamente
protegidos do scrapie, com exposicoes intraperitoneais de quantidades
limitadas de prides. A activagdo de componentes especificos do
complemento e a intervencdo de receptores CD21/CD35 do
complemento, nas células FDC, estd implicada na fixa¢do inicial dos
prides nos orgaos linforreticulares dos animais, logo apods ocorrer a
infeccao.

As FDC para a fixa¢ao de antigénios podem utilizar um mecanismo
que envolve os receptores Fc-y que ndo parecem limitar a patogénese dos
prides, podendo no entanto células FDC utilizar um segundo mecanismo
para a fixacdo dos antigénios, envolvendo a ligacdo covalente de
fragmentos proteoliticos dos componentes do complemento, C3 e C4
(Szakai e Hanna, 1968; Carrol, 1998; Yamakwa e Imai, 1992). Os
receptores CD21/CD35 do complemento destas células FDC ligam C3b,
1C3b, C3d e C4b através de curtas repetigdes do seu dominio extracelular.

O papel antiprides observado pela auséncia dos receptores
CD21/CD35 nas células FDC pode ser devido aos seus efeitos sobre a
transducao de sinais nas c€lulas B ou a fixacdo de prides sobre as FDC.

Na patogénese periférica dos prides uma resposta humoral plena nao
parece ser necessaria e hd indicagdes de que a expressdao dos CD21/CD35
nas células FDC, mais do que nos linfocitos B, ¢ importante na
patogénese dos prides.

Os efeitos mediados pelos produtos de quebra C3/C4 e sua ligagao
ao receptor Cr2 podem levar a um estado de diferenciacao ou activagao
das FDC que permita a acumulagdo de prides, ou entdao a opsoniza¢ao dos
agentes infecciosos pode facilitar a sua acessibilidade aos centros
germinais. No entanto, a administracdo experimental de quantidades
elevadas de prides (mais de um milhdo de unidades infecciosas) parece
ultrapassar a necessidade de receptores funcionais para o complemento na
patogénese desencadeada pelo prido.

3.6 Células M no intestino:

No tubo digestivo a mucosa epitelial consiste numa simples camada
de células epiteliais dentro da qual existem algumas células
especializadas na tomada de antigénios e que sdo as células M devido a
terem na sua superficie microdobras que se encontram em cima do tecido
linfoéide aqui designado por placas de Peyer.
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O tecido linféide associado com a mucosa do tracto diagestivo esta
pois recoberto por um epitélio especializado: o epitélio associado com
foliculos que inclui células M especializadas na tomada e transcitose de
macromoléculas (Hathaway e Kraehenbuhl, 2000).

Na transcitose o processo de transporte através do epitélio decorre
com a tomada de moléculas a transportar de um lado do epitélio, através
de vesiculas revestidas a qual transita depois através do trans-Golgi sendo
transportada para o outro lado do epitélio num outro conjunto de
vesiculas. A seguir a transcitose essas macromoléculas antigénicas sao
libertadas das células M para células do sistema imunitario dos agregados
linfoides , abaixo do epitélio, onde sdo processadas e apresentadas para
estimulacao dos linfocitos B e T especificos.

A ligacdo das macromoléculas & membrana apical das células M
pode ser ndo especifica ou devida a sua interacgdo com moléculas do tipo
integrinas ou lectinas.

Como dissemos atras, apos a tomada das moléculas antigénicas pelas
células suas apresentadoras (APC) o seu processamento decorre € sao
depois apresentadas as células T que por seu turno estimulam o
desenvolvimento de células B especificas.

Estas ce¢lulas B e T activadas especificamente deixam o local de
indugdo e sdo transportadas para o nodulo linfatico drenante satélite.

As células M s3o pois especializadas na tomada de antigénios
particulados, passam-nos depois as APC nos locais de inducdo na
mucosa, mas os antigénios soluveis podem entrar no enterocito € nao
atingir locais indutiveis.

No primeiro caso gera-se uma resposta imunitaria € no segundo caso
pode haver tolerancia imunitaria.

Os locais indutiveis sdo constituidos por agregados organizados de
células linféides associadas com o intestino (GALT) tendo uma
composi¢ao celular diversificada. As placas de Peyer sdo foliculos
linféides da parede do intestino contendo linfocitos B e T, células
especializadas APC, células dendriticas (DC) e macrofagos (Hathaway e
Kraehenbuhl, 2000) sendo estes foliculos recobertos, como ja se disse,
por um epitélio que contem células M.

As células M possuem um aparelho de Golgi proeminente e diversas
mitocondrias, reticulo endopldsmico rugoso, lisossomas, encontrando-se
ligadas a células vizinhas por desmossomas e interdigitacdes, tendo um
citoesqueleto com alto grau de organizagao.

As células M sdo rodeadas por células com microvilosidades e
contém vesiculas dentro do seu citoplasma tendo também invaginag¢des na
membrana basal, formando uma bolsa onde se encontram as células
linféides.
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A membrana das células M ndo ¢ uniforme e tem condigdes para
favorecer a endocitose de macromoléculas sendo o nimero de vesiculas
endociticas muito grande neste tipo de células. Estas células M expressam
ainda o complexo maior de histocompatibilidade (MHC) da classe II na
membrana basolateral do intestino de rato (Allan et alii, 1993).

As células M ajudam a indu¢do da resposta imunoldgica ao
libertarem sinais coestimuladores para a proliferacdo das células T ¢ B
nos GALT. Contundo, nas doengas provocadas por prides € reconhecido
que o sistema imunitirio dos mamiferos estd consideravelmente
esquecido (Aguzzi et alii, 2003).

Com efeito, as TSE ndo promovem infiltrados inflamatérios, nem
anticorpos contra a proteina prionica, havendo um notavel envolvimento
com os o0rgdos linféides com um aumento da concentracdo dos agentes
infecciosos nas primeiras fases da doenca embora varios estados de
deficiéncia imunitaria poderem abolir a patogénese periférica e evitar a
infeccdo quando os prides sdo administrados perifericamente (Aguzzi et
alii, 2003).

A tomada de antigénios no lumen intestinal realiza-se em locais
inductivos especializados (organized mucosa associated lynphoid tissue
ou O-MALT) que surgem agregadas a isolados foliculos linfoides da
mucosa no intestinos (inclusivé no célon e recto) e noutros 6rgaos.

Para estes antigénios desencadearem respostas imunologicas na
mucosa ¢ necessario que eles atravessem a barreira intestinal nestes
locais, o que ¢ conseguido através da indugdo do epitélio especializado
sobre os foliculos linféides da mucosa, e este epitélio associado com o
foliculo contem células M, um tipo unico de células epitelial
especializada para transporte transepitelial de macromoléculas, particulas
e microorganismos (Neutra et alii, 1996).

As células M podem endocitar particulas com varios um de diametro
ao contrario dos enterocitos (Eldrige, 1991; Neutra et alii, 1996).

As células M efectuam uma endocitose e transcitose eficientes, nao
possuindo o citoesqueleto da bordadura em escova dos enterocitos
vizinhos e as suas superficies apicais contém microdominios
membranarios largos onde ocorre a endocitose. A membrana baso-lateral
das células M ¢ profundamente invaginada formando grandes bolsas
intraepiteliais onde estdo contidos linfocitos T (inclusivé células CD4+
helper e células CD45RO+ com memoria) linfocitos B e macrofagos
(Neutra et alii, 1996) e estas invaginacdes profundas encurtam o trajecto
para as vesiculas de transcitose atravessarem a barreira epitelial. A
transcitose ocorre rapidamente do lumen do intestino (face externa da
cé¢lula M) para a invaginag¢do intraepitelial (na face oposta da célula M, ou
seja, na face interna) com pouca ou nenhuma retengdo nos lisossomas das
células M, sendo depois esses antigénios da transcitose processados e
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apresentados por macrofagos, células DC e células B dentro e debaixo do
epitélio.

Esses linfoblastos B especificos do antigénio podem proliferar
localmente nos centros germinais de O-MALT e migrarem mesmo pela
corrente sanguinea para tecidos distantes onde se podem diferenciar em
plasma cells.

Portanto, de uma maneira geral a transcitose nas células € o inicio de
uma resposta imunitaria segregadora.

O perfil dos oligossacaridos da superficie das células M ¢ distinto do
dos enterocitos ¢ pode variar consoante as regides do intestino e as
espécies animais, havendo mesmo num epitélio associado com foliculo e
contendo células M, diferencas na glicosilacdo consoante as células M o
que pode condicionar o tropismo das macromoléculas para a transcitose.

Na transcitose o transporte de macromoléculas em vesiculas de um
lado para outro na célula permite que a célula o faca practicamente sem
alterar a composi¢ao do seu meio intracelular (Prado et alii, 2004).

O transporte transepitelial de prides esta indentificado (Heppner et
alii, 2001) sendo perfeitamente possivel a sua transcitose rapida
directamente para as invaginacdes intraepiteliais onde se localizam
intervenientes do sistema imunitario como ¢ o caso dos macrofagos,
células DC e linfocitos, provavelmente implicados na neuroinvasao.

Teriamos portanto as células M como porta de entrada das
transmissdes por via oral dos agentes infecciosos das prionoses.

Células DC e transporte de PrPsc a partir do intestino:

No transporte dos agentes das TSE entre o lumen do intestino e os
centros germinais linféides admite-se que as células DC derivadas da
medula déssea, entrando no intestino a partir do sangue, tomam antigénios
a partir do lumen intestinal e transportam-no para os nodulos linfaticos
mesentéricos através da linfa (Liu e MacPherson, 1993).

Em roedores infectados experimentalmente com scrapie o PrPsc
acumula-se primeiro nas placas de Peyer e ganglios do sistema nervoso
entérico (Beekes e McBride, 2000) antes de ser detectdvel no CNS, o
mesmo sucedendo com infecgdes experimentais em veados (mule deer
fawns) com CWD ( chronic wasting disease).

Nos centros germinais dos tecidos o PrPsc acumula-se nas FDC.
Uma pequena subpopulagdo das células DC migradoras adquirem PrPsc
no lumen do intestino e através dos linfaticos transportam-nos para o
tecido linfoide.

O pequeno numero de células DC envolvidas nesta aquisi¢ao dos
PrPsc, provavelmente em conjunto com mecanismos degradativos
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intracelulares parciais dos PrPsc, podem explicar os longos periodos de
incubagdao das prionoses ¢ a reduzida eficacia da infeccdo quando se
comparam a exposicdo oral com outras vias periféricas (Huang et alii,
2002). Dentro do tecido linféide sdo depois as FDC a terem um papel
importante na amplificacdo da infeccdo fora do CNS (Brown et alii,
1999).

Teriamos assim as DC a fazerem o transporte dos PrPsc entre o
lumen do intestino e o tecido linfoéide replicativo encontrando-se no
intestino essas cé¢lulas DC em intimo contacto com as células M (Kelsail
e Strober, 1996). Ha no entanto aqui diversas hipdteses, assim: os PrPsc
podem ser tomados do lumen do intestino por células M; ou tomadas
directamente por células DC; ou ainda a possibilidade duma passagem
directa para os nervos entéricos expressando PrPc (Shmakov et alii,
2000).

Sistema nervoso entérico, PrPsc e PrPc:

A exposicao oral ¢ uma via natural de transmissdo das prionoses
animais e nos roedores infectados experimentalmente por esta via o PrPsc
¢ detectado precocemente no sistema nervoso entérico (ENS)(Shmakov et
alii, 2000; Beekes e McBride, 2000).

Nos seres humanos estd demonstrada a expressdo de PrPc em
diferentes elementos do ENS, estando confirmada a sua presenca em
fibras nervosas das células gliais entéricas (Shmakov et alii, 2000)tal
como se encontra RNA mensageiro para o PrP em corpos de células
nervosas e em células gliais dentro dos ganglios do ENS.

A justaposicao das fibras nervosas expressando PrPc com as células
linféides e epiteliais indica o possivel envolvimento do PrPc na regulagao
das fungdes imunoldgicas e epiteliais.

No centro germinal dos foliculos também as FDC exprimem PrPc. A
justaposicao intima entre as terminagdes nervosas exprimindo PrPc e as
células epiteliais comprovam que apenas uma delgada camada de epitélio
intestinal se interpde entre os agentes infecciosos ingeridos PrPsc das
prionoses e as proteinas prionicas PrPc dos nervos entéricos (Shmakov et
alii, 2000).

Esta assinalado nos seres humanos a expressao dum receptor de
laminina 37-167 Kda (Rieger et alii, 1997) na mucosa do intestino
delgado (na face luminal) receptor este que se liga ao PrP o que parece
constituir um factor de susceptibilidade para a transferéncia do agente
infeccioso através do epitélio para as terminagdes nervosas adjacentes
(Shmakov et alii, 2000).
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3.7 - Caracteristicas gerais do sistema nervoso e suas
bases:

Caracteristicas gerais:

O sistema nervoso ¢ habitualmente dividido em sistema nervoso
central, compreendendo o cérebro ou encéfalo e a espinal medula (CNS)
e em sistema nervoso periférico (PNS) subdividido por sua vez em nervos
cranianos € espinais, com os seus ganglios e sistema nervoso simpatico.

Esta divisdo em sistemas nervosos central e periférico ¢ arbitraria
pois que as fibras de que sdo compostos 0s nervos provém ou terminam
no sistema nervoso central, constituindo parte integrante deste.

Os ganglios sdo massas cinzentas encontradas nos nervos espinais e
noutros e que, quanto ao seu tamanho, podem ser desde microscopicos até
terem varios centimetros de comprimento.

Os nervos sdo habitualmente classificados de acordo com as suas
conexdes, em dois grupos principais: os nervos cérebroespinais ou da
vida animal e os nervos ganglionares ou da vida organica. Os primeiros
emanam directamente do eixo cefalorraquidiano e dividem-se em nervos
cranianos ou encefalicos e nervos espinais ou raquidianos. Os segundos
(ganglionares ou da vida organica) constituem no seu conjunto o sistema
do grande simpatico. Do ponto de vista de anatomia veterinaria, € no
sistema nervoso autonomo, o arranjo da por¢do craniossacral, que
compreende as partes cefalicas e pélvica, pode ser classificado como
sistema parassimpatico e a por¢ao toracolombar como sistema simpatico.

Os nervos ganglionares, ou da vida orginica, que estdo em
comunicacao com 0s nervos cerebroespinais, sdo dotados de numerosos
ganglios e ligam-se ao nevraxe. A partir destes ganglios emitem uma
infinidade de pequenos filetes, mais ou menos plexiformes, que se
dirigem para as visceras e para todos os orgios da nutrigio. E
precisamente a multiplicidade destes ganglios, interpostos no trajecto
destes nervos, que torna muito indirectas as relagdes dos Orgdos assim
enervados com o cérebro, o que explica que estes Orgdos funcionem
independentemente da vontade e tenham uma certa autonomia.

Com efeito, as excitagdes a que dao origem, sdo todas reflectidas
pelos ditos ganglios, pela medula ou pelo seu prolongamento encefélico,
de tal sorte que ndo sdo sentidas. Nao obstante, o sistema de nervos do
simpatico, ligado ao nevraxe pelos seus ramos de comunicagdo, ndo ¢
independente, nem do ponto de vista anatomico nem fisioldgico.

O sistema nervoso periférico, tal como o central, ¢ constituido por
neuronios, ou melhor, o tecido nervoso contém dois grupos de células
principais, os neurdnios (c€lulas nervosas excitaveis) e as células gliais
(células ndo excitaveis). Dentro de cada grupo existem diferentes tipos.
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Os neurdnios, ou células nervosas, distinguem-se das outras células
funcionais do organismo devido a sua capacidade para gerar e transmitir
sinais eléctricos.

Os neurdnios tém corpos celulares grandes ou pequenos, mas todos
sdo caracterizados por terem um grande nucleo com um nucléolo, um
elevado teor em ribossomas no citoplasma (livres ou ligados a um extenso
reticulo endoplasmico) e um alto teor de mitocondrias. Estas
caracteristicas estruturais permitiram deduzir que eles sdo células com
elevada capacidade biossintética, segregadora e de producdo de energia.
Outras caracteristicas dos neurdnios sao as extensdes da membrana
celular mais externa, chamadas axonios e dendritos, os primeiros por
vezes ramificados ou envolvidos numa bainha de mielina. S3o os axonios
sem mielina os principais condutores eferentes de implusos eléctricos de
uma célula para outra parte do sistema, sendo a interrelacdo estabelecida
através de sinapses. Por outro lado, os dendritos sdo diferentes dos
axonios, pois além de mais curtos e espessos, sao muito ramificados, ndo
tém a bainha de mielina e sdo diferentes na medida em que transportam o
impulso eléctrico das sinapses para a célula nervosa.

Nas células nervosas ha a considerar sobretudo trés tipos: o unipolar
(s6 um axonio); o bipolar (um axénio e um dendrito); e o multipolar (um
axonio e varios dendritos).

As células gliais ndo sdo excitaveis como os neurdnios ¢ ha varios
tipos: o astrécito; o oligodendroglio; as células de Schwan.

Como ¢ sabido as células nervosas comunicam enter si
quimicamente através das sinapses, com 0s neurotransmissores
armazenados em vesiculas sinapticas envolvidas por membrana e que sao
libertadas por exocitose nas fendas sinapticas. O centro biossintético do
neurdnio reside no entanto no corpo da célula, necessitando o neurénio de
um eficiente sistema de transporte intracelular que canalize as moléculas
do centro da célula para as pontas dos axonios e dendritos. Para isto
existem mecanismos de transporte rapidos e lentos. O neurdénio contém
inumeros ribossomas, alguns no citosol e outros ligados ao reticulo
endoplasmico rugoso (ER) apesar de os dendritos poderem conter alguns
ribossomas € o axonio ndo contendo nenhums. O neurdénio tem notdveis
necessidades metabdlicas uma vez que o seu volume chega por vezes a
ser dez mil vezes maior do que o de um hepatocito.

As proteinas do axoénio sdo sobretudo necessarias para formar os
microtubulos, os neurofilamentos (uma classe de filamentos
intermediarios) e os filamentos de actina. Estas proteinas do citoesqueleto
sdo exportadas do corpo celular do neurénio para todo o comprimento do
axonio a uma velocidade de 1 a 5 mm por dia, designando-se este
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processo o transporte axonal lento. Nos dendritos ocorre um transporte
analogo.

Esquema de tecido neural
Todo o tecido nervoso, central (CNS) e periférico (PNS) é constituido por dois tipos principais
de células, os neurodnios e as células giais, estas ultimas envolvendo as primeiras e ocupando o espago
entre elas

Astrocito .
Neurdnio

Oligodendrocito

Célula epindimal
(epitelio ciliado)

mielina

Figura 21

A exportagdo de proteinas segregadas pela célula nervosa e as
moléculas ligadas a membrana como as de PrPc, deslocam-se para fora
de uma forma mais rdpida passando do seu local de sintese no ER para o
aparelho de Golgi que faz face com a base do axdénio. Daqui essas
moléculas sdo englobadas em vesiculas com membrana e através de um
transporte axonal rdpido, com velocidade at¢é 400 mm por dia, vao ao
longo das suas partes formadas pelos microtibulos no axonio e nos
dendritos, sendo as vesiculas de transporte de varios e distintos tipos
consoante as moléculas a transportar.
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Os neurdnios podem ser encarados como células segregadoras,
sendo o conjunto local de moléculas de segregagado transportado para uma
longa distancia do local em que ocorreu a sua sintese de proteinas e
membranas. Existe um outro tipo de transporte: o transporte retrogrado,
que permite as terminagdes nervosas comunicar com o centro do corpo
celular.

Este movimento retrogrado ocorre a partir da membrana das
extremidades das células para o seu interior e ¢ realizado com proteinas
motoras distintas transportando vesiculas de maior tamanho, formadas
por endocitose extensa.

Muito importante ainda ¢ o facto de moléculas presentes no meio
extracelular envolvente do axénio terminal (como pode ser o caso de
PrPsc desnudado ou englobado em vesiculas) poderem ser capturados
nestas vesiculas endociticas e serem assim transportados do terminal do
axonio para o centro do neuronio.

Os neurdnios sao envolvidos por diversos tipos de células gliais.
Todo o tecido nervoso, central (CNS) ou periférico (PNS) consiste, como
ja foi referido, de duas classes principais de células: os neuronios e as
células gliais de suporte (dez vezes mais células gliais que neurdnios).

As células gliais envolvem os neurdnios (0s seus corpos celulares e
os seus prolongamentos) € ocupam 0s espacos entre estes, sendo de
considerar nelas as células de Schwan, no PNS dos vertebrados e os
oligodendrécitos no CNS dos vertebrados, que revestem os axonios
formando uma bainha de mielina (vide figura 22 seguinte).

Neuronio

Dendritos

Axonio

- . AT

Terminagdo
sobre fibra

Bainhas de mielina (células de
Schwann)

Figura 22
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Outros tipos de células gliais no CNS s3o as microglias, células
ependimais e astrocitos. As microglias, originadas no tecido
hematopoiético, funcionam como os macroéfagos. A maioria das células
gliais possui capacidade para se dividir através de toda a vida, ao
contrario do que parece suceder com 0s neuronios.

Os astrocitos sdao as células mais diversificadas dentro das células
gliais, mas a sua funcdo ¢ bastante ignorada, estando no entanto
implicadas na barreira hemato-encefalica formada por células endoteliais
dos vasos sanguineos (capilares e vénulas).

A disseminagdo dos agentes infecciosos (PrPsc) através do PNS ¢
uma etapa crucial para ocorrer a neuroinvasao do CNS, embora as etapas
deste desenvolvimento ndo estejam clarificadas.

Ha no entanto provas (Archer et alii, 2004) de que as células gliais
sdo alvos das infecg¢des por prides, tendo sido até criadas linhas de cultura
de células de clones de células gliais infectadas pelo scrapie de ovinos,
tendo sido evidenciada a deposi¢ao anormal de PrPsc de scrapie de ovino
em cé¢lulas gliais do PNS (Archer et alii, 2004).

Parece pois que o transporte de PrPsc adquirido por via oral para o
CNS ¢ feito através dos nervos periféricos. Se isto ocorre dentro dos
axonios, o mecanismo de transporte dentro deste ¢ fundamental (Maya et
alii, 2004). Foi verificado que o PrPc ¢ transportado de forma retrograda
a partir da extremidade do axénio o que pode ter implicagdes no
transporte de prides infecciosos PrPsc de fora para dentro da célula
nervosa.

A disseminagdo transneuronal dos prides infecciosos da TME
(transmissible mink encephalopathy) esta identificada (Bartz et alii, 2003)
bem como o transporte retrogrado axonal. Ha referéncias que dizem que a
velocidade do fluxo axonal € incompativel com a lentiddo da chegada do
PrPsc ao cérebro, o que leva a admitir que sejam as células de Schwann a
desempenhar esta fungdo, pois até foram assinaladas moléculas de PrPc
sobretudo na membrana celular (Follet et alii, 2002). Com efeito, a
expressao de PrPc no PNS ¢ determinante para a neuroinvasao pridnica
(Glatzel e Aguzzi, 2000).

No scrapie hd muitas provas indiciando que na neuroinvasao
subsequente estdo implicados ambos o LRS e o PNS (Baldauf et alii,
1997; Lasmezas et alii, 1996; Klein et alii, 1997).

ApoOs a ingestdo do agente do scrapie foi identificado PrPsc no
sistema nervoso entérico da submucosa € no plexo mesentérico, € no
tecido linféide associado com o intestino (Beekes e McBride, 2000;
Heggebo et alii, 2000; McBride e Beekes, 1999; McBride et alii, 2001).
A disseminacdo para o CNS pode ocorrer por transporte axonal no
sistema nervoso parassimpdtico (por exemplo, do nervo vago para o
nucleo motor dorsal do vago) e no sistema nervoso simpatico segundo foi
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verificado, como ja referimos anteriormente, na CWD (Andreoletti et alii,
2000; Sigurdson et alii, 2001; van Keulen et alii, 2000; van Keulen et
alii, 2002).

A disseminacdo adicional dos prides no hospedeiro pode ocorrer
dentro do sistema linforreticular (LRS) originando uma infec¢do pridnica
sistémica dos oOrgdos linfoides secundarios (ganglios linfaticos, baco,
amigdalas da garganta e mucosa associada com o tecido linfoide).

Nao ha consenso quanto ao tipo de células envolvidas na replicagao
do PrPsc no LRS.

Hé deposicao do PrPsc nas FDC nos centros germinais dos 6rgaos
linfoides secundarios (Kitamoto et alii, 1991; McBride et alii, 1992) mas
ha davidas a este propdsito (Manuelidis et alii, 2000; Oldstone et alii,
2002) ou melhor, duvida-se da necessidade de FDC maduras para que
possa ocorrer a infec¢do e a neuroinvasao (Prinz et alii, 2002).

Para a propagacdo dos PrPsc no LRS parecem ser necessarios
subtipos de macrofagos localizados nas zonas marginais dos tecidos
linféides secundarios. Estdo referenciadas neuroinvasdes por scrapie a
seguir a vias de infec¢do periféricas, na auséncia de infec¢do do LRS
(Frigg et alii, 1999; Manuelidis et alii, 2000; Race et alii, 2000).

3.8 Expressao selectiva do PrPc pelos neurdnios do
sistema nervoso central (CNS) (Ford et alii, 2002):

A expressdo da proteina PrPc ¢ predominantemente neural mas
difere consoante as diferentes classes de neurdnios no cérebro de rato
(Ford et alii, 2002).

Assim, neurdnios imunoreactivos para o acido Yy-aminobutirico
(GABA) exprimem elevadas concentragoes.

Neurdnios muito ramificados exprimem muito menores taxas de
PrPc, sobretudo nos axonios dos tractos fibrosos mais importantes.

Alguns neurdnios (aqueles positivos para a dopamina) ndo parecem
exprimir PrPc.

No entanto, todos os neurdénios, mesmo 0s que ndo exprimem a
proteina PrPc, exprimem elevadas concentracdes dos mensageiros dessa
proteina. As células gliais ¢ que exprimem baixas concentracdes desses
mensageiros e auséncia de proteinas PrPc (Ford et alii, 2002). No entanto,
esta assinalado que células neurogliais periféricas do PNS cultivadas
permitem a infec¢do pelos prides do scrapie (Archer et alii, 2004).

Parece poder concluir-se que estas diferencas notorias entre os
diversos tipos de neurdnios devem-se ao controlo que existe apos a
transcri¢ao da respectiva mensagem, provavelmente devido a diferengas
no trafego da proteina ou a sua degradagdo, podendo desta forma
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condicionar fortemente a disseminagdo e o efeito neurotoxico dentro do
CNS das prionoses.

Dentro do CNS a disseminacdao do PrPsc e sua replicagdo podem
portanto ser muito diversificadas consoante o tipo de células nervosas
intervenientes € a respectiva via em que estdo integradas nos nervos.

Nas células neuronais e nas cé€lulas linfoides primarias os PrPc
parecem ter um turnover € um desprendimento (solubilizacdo) similares
(Parizek et alii, 2001).

Logo, as diferencas entre estes dois tipos de tecidos no que se refere
a capacidade de replicagdo dos prides nao ¢ devida a diferengas no
turnover do PrPc.

Estudos efectuados com linhas celulares de neuroblastoma
revelaram que o PrPc ¢ transportado para a superficie celular uma hora
apos a sua biossintese tendo uma semi-vida de 3 a 6 horas (Borchelt et
alii, 1990; Caughey et alii, 1989). Uma pequena parte deste PrPc (10 a
30% da totalidade a superficie celular) ¢ libertada no meio de cultura
celular (Borchelt et alii, 1990; Harris, 1993). Estas formas soluveis do
PrPc tém sido assinaladas também no fluido cérebro-espinal humano
(Tagliavini et alii, 1992).

Hé provas da existéncia de quantidades substanciais de PrP soluveis
desprendidos para o soro sanguineo em ratos € humanos (Parizek et alii,
2001) o que levanta o problema da sua hipotética conversdao em PrPsc,
para o que nao existe qualquer prova embora tenha sido assinalado que
sangue de bovinos com BSE pode transmitir prionose a ovinos (Houston,
2000).

Como ja referimos parece que a propagacao eficiente de prides no
sistema linforreticular necessita de células do estroma e hematopoiéticas
que exprimem PrPc (Kaeser ef alii, 2001).

Nem as células T (Raeber et alii, 1999) nem as células B sdo capazes
de replicar prides (Montrasio et alii, 2001) enquanto as FDC t€ém um
papel crucial nesta replicacdo (Brown et alii, 1999; Montrasio et alii,
2000; Klein et alii, 2001; Mabbolt et alii, 2000) embora constituam
menos de 1% das células dos orgdos linféides secundarios. No entanto
PrPc ¢ expresso nos linfocitos.

Transporte de PrPsc nos nervos:

Enquanto o PrPc ¢ submetido a um transporte rapido nos axénios, o
mecanismo de transporte intranervos do PrPsc ndo ¢ claro (Kunzi et alii,
2002). Experiéncias feitas em ratos transgénicos que superexprimem
proteina tau com quatro repetigdes humanas (ratos portanto com
deficiéncia no transporte axonal rdpido) sugerem que os PrPsc sdo
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transportados ao longo dos nervos periféricos sem ser por transporte
axonal répido (Thackray et alii, 2003) o que nos leva a admitir que
possivelmente esse transporte poderd ocorrer, como admitimos noutra
parte deste texto, nas células de Schwann e talvez através do efeito
domind.

Com efeito, Brandner et alii (1996) e Glatzel e Aguzzi (2000)
propuseram um modelo de transporte do PrPsc ligado a membranas ao
longo dos axénios e células de Schwann de uma forma em domino.

Os PrPsc seriam transportados por mecanismos ndo canonicos, ao
longo das membranas dos nervos expressando PrPc e de uma maneira em
domino, funcionando os nervos ndo apenas como meios de condugdao mas
também como reservatérios dos agentes infecciosos.

A neuroinvasdo directa pelos prides infecciosos através dos nervos
periféricos tem sido considerada com insisténcia. No entanto a velocidade
do fluxo axonal ¢ incompativel com a demora que leva o PrPsc a ser
detectado no cérebro, o que leva Follet et alii (2002) a admitir que isto
possa ocorrer mas através das células de Schwann.

Estas células de Schwann exprimem PrPc sobretudo localizado na
sua membrana celular e por outro lado replicam o PrPsc, sendo estes
autores os primeiros a referir a infec¢do e replicacao do PrPsc em linhas
celulares de células gliais periféricas in vitro.

Isto sugere que a propagacao dos prides pode ocorrer nos nervos
periféricos através das células de Schwann, segundo uma espécie de
efeito em domind, embora sejam necessarios fazer ensaios para saber da
susceptibilidade das células de Schwann a outras estirpes de scrapie.

O transporte de PrPsc no PNS ndo parece ocorrer por transporte
axonal como referem Glatzel e Aguzzi (2000), Groschup et alii (1999) e
Hainfellner e Budka (1999) que calculam que a velocidade de transporte
da infecciosidade no PNS ¢ de 0,7 mm por dia. Ora este valor nao
corresponde nem ao transporte rapido nem lento nos axoénios, sugerindo
portanto outro mecanismo para esse transporte, € esse outro mecanismo
poderd bem ser o da disseminagdo periférica dos PrPsc através do PNS
ocorrer através de um efeito domind nas células de Schwann com o PrPc
14 existente a ser replicado pela conversao PrPc—PrPsc pelo PrPsc
adjacente, e transmitindo-se depois através dos fragmentos membranarios
(painting) de vesiculas das células de Schwann infectadas para células de
Schwann nao infectadas. Células neurogliais periféricas em cultura sdo
altamente permissiveis para infec¢do pelos prides do scrapie dos ovinos
e Archer et alii (2004) fornecem provas de que as c€lulas gliais PNS sdo
alvos para a infec¢do por estes prides.
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3.9 Expressao selectiva de PrPc em tecidos periféricos:

Os niveis de expressdo da proteina PrPc controlam ndo s6 a
velocidade mas também a via da neuroinvasiao da porta de entrada
periférica para o CNS. No rato adulto foi possivel identificar a este
proposito diversos aspectos.

A proteina PrPc ¢ expressa em muitos tecidos mas as altas
concentracdes sdo apenas observadas em discretas subpopulagdes de
células, sobretudo da rede neuroimune que integra o sistema de defesa
imunologico e nos sistemas neuroendocrinos sob controlo do CNS, a
saber (Ford et alii, 2002):

1-nervos aferentes de pequeno didmetro no tracto digestivo;

2- nervos e ganglios simpaticos;

3- células apresentadoras de processadoras de antigénio (APC),
células dendriticas foliculares (FDC) e nao foliculares;

4-subpopulacdes de linfocitos sobretudo associados com tecidos
linféides do intestino;

5-sistemas parassimpatico € nervos entéricos;

6-células dispersas no sistema neuroenddcrino;

7-ax6nios dos sistema nervoso periférico e células de Schwann
associadas.

Parecem portanto possiveis uma série de vias alternativas para a
propagacdo e transporte dos PrPsc das portas de entrada periféricas
naturais (via oral) ou experimental (por exemplo, via intraperitonial) para
o cérebro. Na transmissdo a partir da periferia celulas reguladoras que
exprimam PrPc, sobretudo células neuroendocrinas particulares da parede
do intestino e células DC que transportam antigénios do epitélio intestinal
para os orgaos linféides secundarios, sio muito importantes.

A disseminacao do agente infeccioso PrPsc através do PNS ¢ pois
um etapa crucial para a neuroinvasdao do CNS.

A inervacao simpatica dos orgaos linfoides ¢ um factor limitante da
neuroinvasao pridnica € os nervos simpaticos da baco sdo reservatorios
extracerebrais de prides (Glatzel et alii, 2001).

Em enterocitos humanos esta assinalada a expressao de PrPc nos
dominios de juncdo célula-célula (Moret et alii, 2004) em dominios raft
dependentes do colesterol, nas partes superiores das membranas laterais
dos enterocitos, abaixo das tight junctions.

Portanto, a capacidade de propagacdo e replicacdo dos agentes
infecciosos das TSE ¢ muito variada consoante os tecidos e as respectivas
células.
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4- Linfoinvasao, neuroinvasao e outras
caracteristicas dominantes na patogenia das TSE:

4.1 — Integracao evolutiva:

A maior parte dos conhecimentos disponiveis sobre a patogenia das
TSE resulta de estudos experimentais com ovinos € roedores com o
agente do scrapie tendo-se verificado nestes animais a acumulacdo de
PrPsc nos tecidos linféides muito antes dela ser detectavel no CNS. Nos
tecidos linfoides, na via de infec¢ao natural per os, o scrapie ¢ primeiro
detectado nas placas de Peyer associadas com os tecidos linféides do
intestino e sO6 depois noutros tecidos linféides e no CNS (van Keulen et
alii, 1999).

Em ovinos com scrapie natural, em roedores com scrapie
experimental sdo detectados PrPsc nas FDC e nos macréfagos dos centros
germinais (GC). As FDC exprimem em ratos ndo infectados altas
concentragcdes de PrPc (MacBride et alii, 1992). As FDC estao
intimamente associadas com linfocitos que exprimem PrPc (Mabbolt et
alii, 1997).

Ha provas de que os linfocitos T ndo estdo envolvidos na patogénese
do scrapie (Mabbolt e Bruce, 2001) ao contrario do que sucede com os
linfocitos B, admitindo-se que estes Ultimos possam fisicamente
transmitir infecciosidade das TSE para o CNS embora esta se ndo detecte
nos linfocitos do sangue em circulagdo. Os linfocitos B transmitem
muitos sinais na forma de citocinas para a manuten¢do e maturagao de
outros tipos de c€lulas dos GC (Chaplin e Fu, 1998) como ¢ o caso das
FDC tendo o factor de necrose tumoral oo (TNF-0) um importante papel
neste sentido.

Nesta figura 23 refere-se que a segregacdo de TNF-a pelos
linfocitos B leva este factor a interactuar com o receptor TNF-R1
expresso pelas FDC e/ou pelas células suas precursoras (Tkachuk et alii,
1998) induzindo a maturagdo destas células.

Também a interleucina—6 (IL-6) segregada pelas FDC ¢ necessaria
para a maturacdo e desenvolvimento dos GC. A acumulac¢do de PrPsc no
baco e a subsquente neuroinvasdo dependem das FDC maduras. O PrPc
do bago tem uma menor massa molecular que o PrPc do cérebro talvez
devido a diverso grau de glicosilagao.

O PrPsc foi detectado no bago de ovinos com scrapie natural e
também em casos experimentais.
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Figura 23

Nos bacos de bovinos com BSE nao foi detectado PrPsc, havendo
portanto diferencas entre os Orgdos consoante os tipos de infecgdo
(Somerville et alii, 1997).

Como j& referimos, as FDC nao parecem ser de origem
hematopoiética mas derivarem de células precursoras do estroma, dentro
dos tecidos linfoides, do bago e dos ganglios linfaticos.

Dentro dos GC os macréfagos removem linfocitos B apoptoticos e
endocitam FDC com antigénios icosomais sugerindo que os macréfagos
podem sequestrar a infecciosidade pelo scrapie dificultando a replicagao
inicial dos prides infecciosos. Certamente que ao nivel do baco se pode
criar uma competi¢do entre a destruicdo pelos macréfagos dos PrPsc e a
sua acumulacao pelas FDC.

As FDC fixam e retém nas suas superficies os antigénios na forma
de complexos imunes Ag/Ac e o componente C3 do complemento.

Provas recentes (Klein et alii, 2001; Mabbot et alii, 2001) sugerem
que o complemento tem um importante papel na localizagdo e retengdo do
scrapie nas FDC durante os primeiros dias apos a infecgao.

Nao héd provas da disseminagdo hemadtica das TSE dos tecidos
periféricos para o CNS (Mabbot e Bruce, 2001).
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A neuroinvasao até ao CNS parece depender dos nervos periféricos
que também exprimem PrPc nos animais (Heggebo et alii, 2000;
Shmakov et alii, 2000). Em esquema (Quadro 7)

Scrapie oral

Placas de Peyer

Tecidos linfoides associados com o intestino

Ganglios do sistema nervoso entérico

FDC, macrofagos, células M

sistema nervoso entérico ou esplancnico ou nervo vago
CNS

Quadro 7

Na figura 24 seguinte esboca-se a possivel via de disseminagdo da
infecciosidade (scrapie) do tubo digestivo para o sistema nervoso.

Como os GC dentro dos tecidos linféides sdo pobremente enervados
permanece ignorada a forma como os PrPsc atingem as terminacgdes dos
nervos periféricos a partir das FDC.

No entanto RNA mensageiro do PrPc e proteina prionica sao
expressos em elevadas concentragdes nos neurénios adultos do CNS e do
sistema nervoso periférico (Shmakov et alii, 2000). Também as FDC
exprimem altas taxas de PrPc (Mabbolt et alii, 2000).

Os neurdnios e as FDC sdo células de semi-vida muito longa e
mitoticamente inactivas.

As células FDC sao altamente estimuladas nos tecidos limfoides
infectados com TSE (Jeffrey et alii,2000).

Como ja referimos, os antigénios sao fixados e retidos na superficie
das FDC através de interacgcdes entre o complemento e receptores
celulares do complemento sem estarem envolvidos anticorpos ou
receptores de anticorpos (Fc-y receptores). Investigagdes recentes
revelaram que o complemento e seus receptores sdao importantes na
associacdo dos PrPsc com os foliculos linfoides (Klein et alii, 2001;
Mabbolt et alii, 2001).

Ha também estudos que sugerem que a neuroinvasao nas TSE pode
ocorrer por vias independentes das FDC sobretudo com a utilizagdo de
altas doses dos agentes infecciosos (Mabbolt e Bruce, 2001).
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Disseminagdo possivel do agente infeccioso PrPsc
(adaptado de Mabbot e Bruce,M.E., 2001)

Lumen intestinal
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Disseminagio do agente
infeccioso

Figura 24
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Em estudos efectuados com células FDC isoladas de bovino
(Thielen et alii, 2001) sugere-se que estas células exprimem uma forma
particular de PrPc, sendo possivel que esta isoforma particular esteja
relacionada com a aparente auséncia de infecciosidade nos Orgdos
linféides dos bovinos afectados pela BSE. Esta variacdo de homologia
entre as isoformas PrPc e o PrPsc em células imunitarias dos bovinos
poderia explicar a auséncia de infecciosidade observada na maioria dos
orgaos linfaticos desta espécie animal, uma vez que aquela isoforma
particular ndo seria convertivel em PrPsc.

Na identificagdo dos subtipos de células que suportam a replicagao
e propagagdo dos prides nos seus locais de entrada até aos locais da
neuroinvasao, as FDC e as DC parecem ser de grande importancia,
embora a linfoinvasdo ndo dependa apenas de um simples tipo de célula e
necessite de um conjunto coordenado, em rede, de células. E natural
ainda que estas caracteristicas variem consoante as estirpes de prides. De
qualquer maneira, em todo este contexto vislumbram-se interrelagdes nao
convencionais entre 0s prides € o sistema imunitario.

4.2 — Linfoinvasao e neuroinvasao:

O processo através do qual os prides infecciosos migram da porta de
entrada (por exemplo, tubo digestivo) para o CNS chama-se neuroinvasao
e decorre em diversas etapas.

A primeira delas ¢ denominada a linfoinvasdo e a segunda a
neuroinvasao propriamente dita.

Na linfoinvasao, na passagem através da mucosa intestinal, os prides
servem-se de diversos componentes do sistema imunitdrio, para se
moverem através do corpo dos animais, afirmando-se que a linfoinvasao e
a neuroinvasao dependem da presenca de linfocitos B (Klein et alii, 1997)
e como a expressao por estas células B da proteina pridnica PrPc nao ¢
necessaria para a neuroinvasao (Klein et alii, 1998) parece que o seu
papel consiste em contribuir para a manuten¢do das FDC ao fornecerem
B-linfotoxina ao bago ¢ aos ganglios linfaticos. Por outro lado, a docagem
dos prides as FDC ¢ facilitado por factores do complemento e seus
receptores, sugerindo a opsonizagdo dos prides (Klein et alii, 2001).
Nesta opsonizagdo que tornaria os PrPsc mais eficientemente engolfados
pelos fagocitos as opsoninas mais importantes para este efeito derivariam
do complemento (C3b ou C3bi) ou de imunoglobulinas que se ligariam
através de receptores Fc.

Recorda-se que as FDC humanas exprimem PrPc in vitro e in vivo
(Thielen et alii, 2001). As células FDC sao componentes do estroma dos
orgdos linforreticulares, ndo sendo de origem hematopoiética, nem
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devendo ser confundidas com as células dendriticas (DC) pois sdo células
distintas. Com efeito, estas células DC sdo células especializadas na
apresentagao de antigénios (APC) enquanto as FDC retém os antigénios a
sua superficie através de receptores FcyR e receptores para o
complemento, mas ndo processam os antigénios com o fazem as APC.
Continuando a desenvolver a neuroinvasao os prioes apos terem entrado
oralmente através do organismo animal atravessam a parede do intestino
provavelmente através de células M deste (Kaeser et alii, 2001) e em
transito para o cérebro atravessam varios 6rgaos utilizando diversos tipos
de células para realizarem esse trajecto. Estd assinalado (Aucouturier et
alii, 2001) que as células dendriticas (DC) do baco e também células
linféides participam neste acontecimento pelo menos em ratos com
scrapie experimental.

As células DC (ao contrario das células B) sdo necessarias mas nao
suficientes para ocorrer a neuroinvasao pelo scrapie pelo menos em ratos
transgénicos deficientes em células B e T (Aguzzi et alii, 2001). Contudo,
se estd bem referida a replicacdo de prides em orgaos linforreticulares ¢
pior conhecido o resto do seu trajecto até ao CNS, estando no entanto
assinalado em hamsters com scrapie experimental (Beekes et alii, 1998)
que apds a ingestdo dos prides este trajecto pode ser feito através do
nervo vago parassimpatico.

Outras vias mais indirectas podem constituir um meio para se atingir
o CNS a partir do intestino como sucede no caso da injeccao
intraperitonial de prides com a via simpatica dos 6rgdos linforreticulares a
intervir nesta situacao (Glatzel et alii, 2001).

A infecgao periférica e a neuroinvasao podem ser independentes do
sistema linforreticular (LRS) e sugerem a infeccdo directa do sistema
nervoso como uma via alternativa de infeccao.

Hé4 mesmo quem admita que o trajecto dos prides em ratos para o
CNS se possa fazer por via hematica dado estar verificada a transmissao
em ovinos da BSE por transfusido de sangue (Houston et alii, 2000) (vide
texto adiante).

Na figura 25 seguinte esquematizam-se alguns aspectos celulares e

moleculares da neuroinvasao por prides desde a entrada por via digestiva
até¢ ao CNS (Aguzzi, 2001).

Apo6s a entrada dos agentes infecciosos no intestino, através das
células M e das placas de Peyer, esses agentes seriam tomados pelas
células foliculares dendriticas (FDC) (células fixas nos tecidos) e
passariam depois para c€lulas dendriticas (DC) que os transportariam para
0 neurdnios simpaticos ou parassimpaticos (PNS) de onde progediriam
até ao CNS.
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Figura 25

As FDC necessitariam dos linfocitos B para desempenharem a sua
actividade. Outra hipotese seria a dos agentes infecciosos, por via
sanguinea, atingirem directamente o CNS, numa etapa mediada por
células DC ou entdo atingirem por via sanguinea as FDC no PNS
(Aucouturier et alii, 2001).

Nas TSE as vias de neuroinvasdao podem portanto incluir (Brown,
2001):

a) o transito neural directo para o cérebro a partir dos locais de

infeccao.

b) A replicagdo no bago e entrada neural através da espinal medula;

c) A disseminagao hematogénica.

Poderemos de forma um tanto sistematizada delinear os seguintes
acontecimentos seus condicionadores quanto a patogenia dos prionoses
animais:

1 — a quantidade de agentes infecciosos PrPsc, suas estirpes e
caracteristicas e tipos celulares intervenientes;

2 — as caracteristicas genéticas do hospedeiro (em relacdo as
caracteristicas do PrPc) e de todas as células imunoenddcrinas
participando na infec¢ao;

3 — as portas de entrada: nas vias naturais, por via oral, as células M
no intestino (parece ser o caso da BSE e do scrapie; nas vias
experimentais diversas portas de entrada;
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4 — ao nivel do tubo digestivo serd extraordinariamente importante a
dose, ou seja, o titulo de infecciosidade do PrPsc;

5 — depois a passagem de PrPsc para as células M do epitélio
intestinal a partir daqui diversas vias sao possiveis.

Células M
e/ou
e/ou
Células de sistema Células FDC orgaos
nervoso periferico linfoides
Células DC (PNS)
(scranie)
(BSE natural
em bovinos) ?
FDC
(foliculos linfoides)
v

Dependendo do tipo de
células nervosas e da
sua expressdo de PrPc

e do transporte

CNS

Figura 26

Assim:

5A — a passagem directa do PrPsc para células nervosas do PNS
(parece ser o caso da BSE natural);

5B — a passagem directa para DC migrantes, de origem hematica, e
daqui para as FDC fixas nos o6rgaos linféides secundarios (parece ser o
caso do scrapie);

5C — a passagem directa para as FDC;

6 — a partir de 5B ¢ 5C penetracdo nos filetes simpaticos e/ou
parassimpaticos;
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7 — a permuta dos PrPsc entre células e seus possiveis transportes
intercelulares e intracelulares;

8 — a capacidade de cada célula interveniente ¢ num dado momento
de exprimir PrPc;

9 — a simples dissemina¢do do PrPsc ou sua replicacao;

10 — o balango, ou seja, o equilibrio favoravel ou desfavoravel da
relacdo fagocitose e destruicdo do PrPsc infeccioso versus a biossintese
do complexo PrPc—PrPsc em cada célula interveniente.

Em cada um dos sistemas celulares intervenientes seriam
determinantes:

a) o seu estado de diferenciagdo e consequente auséncia ou presenca
da sua capacidade proteolitica ou replicativa;

b) a capacidade fagocitaria sobre o PrPsc;

c) a capacidade biossintetizadora de PrPc;

d) as caracteristicas de endocitose, exocitose e/ou transcitose dos
prides.

Em ratos infectados com scrapie ha provas (Aucouturier et alii,
2001) de que as células dendriticas CD11c¢+DC podem propagar os prides
da periferia para o CNS na auséncia de qualquer elemento linfoide
adicional. De qualquer forma, resultados publicados (Klein et alii, 1997)
referem que sdo necessarias células B maduras e centros germinais e rede
de FDC para a instalcdo de quadros clinicos de scrapie apds injec¢ao
periférica de doses patogénicas habituais, embora se reconhega
(Montrasio et alii, 2001) que os linfocitos B nao replicam os PrPsc mas
adquirem-nos passivamente por contacto com as FDC.

De qualquer modo, a participagdo respectiva de FDC e de células
CD11c+DC variam de acordo com as condi¢coes da invasao ¢ via de
neuroinvasao, dependendo das estirpes de scrapie utilizadas. Usando-se a
estirpe 139A foi possivel verificar que as células DCCD11c+ sdo capazes
de prover a infeccdo para o CNS sem qualquer acumulagcdo no baco.
Enquanto a replicagdo dos prides no cérebro ¢ acompanhada de
neurodegenerescéncia, a multiplicagdo eficiente dos prides no sitema
linforreticular ndo apresenta qualquer patologia detectavel (Parizek et alii,
2001).

No entanto, a propagacao eficiente linforreticular dos prides
necessita de PrPc nas células do estroma e nas células hematopoiéticas.

Em hamsters infectados oralmente com scrapie foi evidenciada a
presenca precoce de PrPsc em diversos componentes dos tecidos linfoides
associados com o intestino e em ganglia do sistema nervoso submucosal e
mientérico parecendo ocorrer a neuroinvasdo através duma disseminacao
centripta vagal do intestino para o cérebro.
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4.3 — Patogénese das TSE:

A patogénese das TSE e as suas etapas ¢ determinada pelo trafego e
acumulacao do PrPsc e depende de (Farquhar et alii, 1994):

a) estirpe de agente infeccioso;

b) gendtipo do hospedeiro;

c) viade infeccao.

Em roedores com infec¢do experimental com scrapie (por via oral

ou intragastrica) a infecciosidade surge pela seguinte ordem (Beekes

¢ McBride, 2000):

a) placas de Peyer;

b) tecidos linfoides associados com o intestino e ganglios do sistema

nervoso entérico.

Mais tarde surge no CNS.

Em veados e corgas (mule deer fawn) com infeccao experimental per
os com CWD a infecciosidade surge primeiramente nos tecidos linféides
drenando o tracto gastro-intestinal.

Em ovinos com scrapie natural a ordem ¢ a seguinte:

a) placas de Peyer;

b) tecidos linféides associados com o intestino (nas FDC dentro dos

centros germinais).

Apds inoculacdo experimental intracerebral ou periférica do rato
com prides do scrapie a infecciosidade surge primeiro no bago e depois
no cérebro.

Nos bagos desses ratos os prides encontram-se associados com
linfocitos B e T e em menor extensdo com o estroma que contem FDC,
mas ndo com cé¢lulas ndo B ou células ndao T (Weissmann et alii, 2001).
Nao foi observada nesses ratos qualquer infecciosidade nos linfocitos do
sangue.

Os linfocitos do bago parecem adquirir os prides a partir de uma
outra fonte ou entdo replicam-nos a partir de outras células que exprimam
PrP. As células FDC tém um papel essencial na replicacdo dos prides no
baco.

As TSE sao por vezes adquiridas perifericamente por ingestdo ou
por exposicao iatrogénica. Depois os agentes das TSE acumulam-se nas
FDC nos tecidos linfoides muito antes da infec¢ao se extender ao cérebro.
Esta neuroinvasao ¢ muito dificultada na auséncia de FDC maduras.

O mecanismo de disseminagdo dos agentes das TSE das portas de
entrada periféricas para o CNS (neuroinvasio) ¢ complexo pois enquanto
os oOrgdos linfaticos revelam tipicamente uma acumulacdo precoce de
prides, as células B e as FDC sdo necessarias para este efeito, mas a
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entrada no CNS ocorre provavelmente através dos nervos periféricos e
pode utilizar mecanismos dependentes do PrPc (Glatzel e Aguzzi, 2000).

Na maioria das TSE os prides devem transitar através do LRS antes
de atingirem o CNS. As células FDC e as DC estdo envolvidas nesta
situacdo, havendo no entanto discrepancias acerca dos modelos utilizados
consoante as estirpes prionicas implicadas (Aucouturier ¢ Carnaud,
2002).

Em condi¢des de campo a infeccdo natural das doencas priodnicas
dos animais ou prionoses, com o scrapie nos ovinos € a BSE nos
bovinos, sdo sobretudo adquiridas por via gastro-intestinal.

Em condi¢des experimentais o agente infeccioso ¢ eficientemente
transmitido por inoculagdo intracerebral ou intraperitonial, parecendo esta
ultima, no caso do rato, imitar melhor a infec¢ao natural.

Em diversos animais, sobretudo no rato, a infeccdo ocorre com os
primeiros acontecimentos a decorrerem no sistema linforreticular (LRS)
que precede a neuroinvasdo e replicacao do agente infeccioso no cérebro
(Bueler et alii, 1993) nao revelando o hospedeiro a classica resposta
imunologica provavelmente devido ao facto da proteina celular normal
(PrPc) indispensavel, derivar do proprio hospedeiro.

Diversas observacdes implicam as células FDC na formagdo de
prides PrPsc no baco, embora o transporte eficiente dos prides da
periferia para o CNS dependa de elementos do LRS, havendo no entanto
também situagdes em que ndo intervem nesse transporte o LRS, o que
apesar de menos eficiente, corresponde a disseminagdo neural da doenga
da periferia para o CNS.

Os prides nao sdao apenas transportados da periferia para o CNS
através do sangue ou da linfa necessitando de outros sectores que
expressem PrP com ¢ o caso do sistema nervoso periférico (PNS).

Para ocorrer a neurodegenerescéncia do CNS associada com as TSE
ou prionoses infecciosas transmissiveis, torna-se necessaria a presenga no
CNS da proteina celular normal PrPc e da proteina prionica anormal
PrPsc resistente a proteases. No esquema seguinte (Figura 27)esbogamos
as vias da marcha dos pridoes PrPsc da periferia para o CNS, periferia esta
que no caso das prionoses infecciosas naturais corresponde a via oral.

Sistema nervoso central (CNS)
Periferia (tubo gastro-intestinal) Sistema nervoso periférico (PNS)
Sistema linforreticular (LRS) (FDC)

Figura 27
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Os prides infecciosos parecem resistir a travessia do tubo gastro-
intestinal dada a sua resisténcia a protedlise e (embora ndo esteja
provado) admite-se que aqui atravessam a mucosa intestinal através das
células M seguindo depois para as placas de Peyer onde se replicam. E
bem provavel que depois esses prides sejam transferidos para outros
tecidos linforreticulares, sobretudo baco talvez através de células moveis
do sistema linfohematopoiético (Weissmann et alii, 2001) como € o caso
dos macréfagos, células dendriticas e linfocitos.

Os prides depois, através do sistema nervoso vegetativo ou periférico,
transitam para a espinal medula atingindo finalmente o cérebro (CNYS).

Os orgaos linforreticulares, sobretudo o baco, sdo sede de replicagao
dos PrPsc e parece ndo restarem duvidas que isto decorre aqui ao nivel
das FDC. Os linfocitos B ¢ T recuperados do bagco revelam poder
infeccioso prionico, o que ndo sucede com os linfocitos em circulagdo no
sangue; contudo, € aceite que os prides PrPsc ndo sdo sintetizados nos
linfocitos sendo sim adquiridos das FDC com as quais estdo em contacto
intimo nos centros germinativos destes oOrgdos. Por seu lado, a
manuten¢do das células FDC maduras depende da estimulacdo directa
pelos linfocitos maduros (Gonzalez et alii, 1998).

ApOs replicacdo dos PrPsc no LRS esses prides invadem o CNS ndo
parecendo que os linfocitos da circulagdo sejam o transportador (pelo
menos no rato) havendo diversas provas de que esse papel ¢
desempenhado pelo PNS. Com efeito, apés infeccao periférica os prides
aparecem no PNS antes de se replicarem no CNS (Beeker et alii, 1996;
Kimberlin, 1979) sendo a expressdo do PrP no PNS uma condicao
necessaria para ocorrer a neuroinvasao (Race er alii, 2000). A
neuroinvasao a partir do LRS comeca nas terminagdes nervosas do PNS
nao estando no entanto esclarecido se os prides PrPsc se replicam aqui ou
se sao simplesmente transportados ao longo das fibras nervosas do PNS.
Sabe-se que a inervagdo do tecido linfoide ¢ regulada em parte por
linfocitos, quer os B quer os T, que segregam factores de crescimento dos
nervos (Straub et alii, 1998).

Estdo no entanto descritas situagdes em que a replicagdo dos prides
PrPsc no LRS ¢ ultrapassada, sendo a neuroinvasdo nestes casos
desencadeada pela infec¢do intraneural no nervo cidtico que leva
seguidamente a infeccao directa do CNS (Kimberlain et alii, 1983).

Os nervos periféricos e os tecidos linféides podem ser ambos
implicados na neuroinvasdo, tudo dependendo em condigdes
experimentais realizadas da dose e da estirpe do agente da TSE (Race et
alii, 2000). Altas doses parece que ndo necessitam da replicagao dos
prides no bago para desencadearem a infec¢do do CNS e a prionose,
enquanto baixas doses do agente infeccioso tornam necessaria a
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replicagdo nos tecidos linforreticulares antes da invasao do CNS (Fraser
et alii, 1996; Lasmezas et alii, 1996).

Na figura 28 seguinte representamos esquematicamente as possiveis
vias da neuroinvasdao do CNS apds infecgdo periférica com o agente do
scrapie (Race et alii, 2000).

Invasdo directa através
do PNS

Scrapie por via oral ou CNS
intraperitoneal

2 Invasdo secundaria
atraves de vias

/ nervosas
Replicagdo no bago

ou nodulos linfaticos
3 >

Invasdo secundaria através /

de via hematica

1 — altas doses do agente infeccioso ou estirpes muito neuroinvasivas
2 — baixa doses do agente infeccioso ou estirpes pouco neuroinvasivas
3 —ndo ocorre ou ocorre apenas raramente

Figura 28

4.4 Marcha da infeccao nas TSE.

No quadro 8 seguinte ordenam-se as provaveis vias de disseminagao
dos agentes da BSE em bovinos com infeccdo natural e em ovinos e
roedores com infecgcdo experimental e ainda em bovinos com infecgao
experimental per os.

No mesmo quadro incluem-se as provaveis vias de disseminacdo do
scrapie em roedores por infeccdo experimental oral e periférica e em
ovinos com infeccdo natural, bem como as TSE (CWD) em gamos ¢
doninhas.
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Vias de disseminacao dos agentes infecciosos das TSE em infeccées naturais e experimentais,

bem como a sequencia do aparecimento( dessa infecciosidade
TSE Especie Infeccdo Bl FE|z ||z ~Zc CEHrQ O O
animal | Natural | experimental | £ | < 8 | 8 D252 o a RN =t Z
5188 |2 |C|8Fs 22 |2| @
£ o | 2 =5 E °cl3tz
72} ¢ 0Q @ P O @
) ) n Q.
— a
=}
w2
BSE Bovinos + +?7|+(4 esc. - +
meses)
BSE Ovinos + + +
BSE Roedores + + +
BSE Bovinos + (oral) + + + | + |+ |esc.| + | - -l -] +3°
1° 201 2° (32
meses)
Scrapie | Roedores Oral + + +3°
1° 2°
Scrapie Periferica + | + +3°
ndo neural 201 1°
Ovinos + + + + + | + + 4°
10 30 20
Roedores + (oral) + + | + +4°
10 30 20
CWD + (oral
(osvideo)
Doninha
Quadro 8

Nos bovinos com BSE natural as placas de Peyer revelaram

infecciosidade aos 4 meses (Wells et alii, 1998; Terry et alii, 2003)
enquanto no ileum distal se revela uma escassa infecciosidade, com
negatividade do tecido linféide do ileum distal e claro, com o CNS com
franca infecciosidade mais tarde.
Em bovinos com BSE experimental por via oral, a infecciosidade surge
primeiro no ileum distal, sendo infecciosas as placas de Peyer,
macréfagos, FDC, foliculos, enquanto os neurdnios do plexo mesentérico
do ileum distal ¢ o PNS revelam infecciosidade depois do ileum distal
logo seguido pelo aparecimento de infecciosidade no CNS (o LRS, os
ganglios linfaticos mesentéricos e outros tecidos do tracto digestivo sao
negativos).

Nos ovinos e ratos com BSE experimental o LRS revela pouca
infecciosidade sendo os ganglios linfaticos mesentéricos negativos € o
CNS francamente positivo.

Quanto ao scrapie natural em ovinos observa-se infecciosidade no
ileum distal, sendo positivas as placas de Peyer, FDC e foliculos,
seguidos pelo LRS, PNS e depois pelo CNS. Nos ovinos com scrapie
natural e em estudos experimentais o agente infeccioso dissemina-se para
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o CNS por via neural envolvendo a inervagdo dos nervos periféricos do
LRS.

Nos roedores com scrapie experimental por via oral a disseminagao da
infecciosidade ¢ muito analoga ao que se passa no scrapie natural em
ovinos, mas se a infec¢do experimental nesses roedores for feita por via
periférica ndo neural surge infecciosidade primeiro no LRS, depois no
PNS e no CNS.

Fazemos seguidamente no quadro 9 um organigrama temporal da BSE
experimental em bovinos em que foram a partida utilizados vitelos com 4
meses de idade que depois foram abatidos de 2 em 2 meses até aos 40
meses. A infec¢ao oral foi feita com 100 gramas de massa encefalica
(stem brain) de animais com BSE (Wells et alii, 1998; Terry et alii,
2003).

Organigrama temporal da BSE experimental em bovinos

0 20 meses 40meses
Inoculacao
Aos 18 meses
infecciosidade no 38 meses
) ; . 32 a 40 meses infecciosidade
ileum distal (persiste infecciosidade no na medula ossea
até aos 38/40 meses) PNS

35 meses primeiros
sinais clinicos
(cérebro com

alteracoes
histopatologicas)
. . . - persiste aos 36, 38,
Tecidos pesquizados: (para inoculagdo) 40 meses
LRS
PNS
CNS

Tracto digestivo
Musculo estriado
Visceras principais

Quadro 9

Nao foi portanto detectada infecciosidade nos orgaos linforreticulares
aparte o ileum distal. Em casos de BSE natural nao foi detectdvel
infecciosidade no ileum distal segundo Frase e Foster (1994) o que pode
ser devido segundo Wells et alii (1996) as baixas concentragdes (neste
caso de doenga natural) do agente infeccioso comparativamente as
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grandes doses administradas as vitelas no estudo referido anteriormente e
do qual tirdmos o organigrama anterior.
4.4.1. Aspectos dominantes das TSE.

Resumimos nos quadros sinopticos seguintes alguns aspectos
dominantes das TSE nos animais.

BSE natural em bovinos:

e Infecciosidade detectada nas placas de Peyer até aos 40 meses.

e Nos neuronios do plexo mesentérico do ileum distal foi assinalada
escassa infecciosidade.

e Nas placas de Peyer a infecciosidade parece residir nos body
macrofagos, sobretudo no compartimento lisossomal (Jeffrey et
alii, 2000).

e Admite-se que o PrP se acumula mais lentamente nas FDC dos
bovinos, de forma tal que permita que os macrofagos possam
eliminar algum do PrPsc acumulado antes de se acantonarem a
superficie da célula em quantidades detectaveis de PrPsc, podendo
depois declinar essa actividade dos macréfagos ao longo de fases
mais tardias da doenca.

e Na maioria dos casos naturais de BSE admite-se que as doses de
material infeccioso sdo muito mais pequenas que no caso de BSE
experimental.

e Nada se conhece sobre os efeitos das doses dos agentes infecciosos
que infectam animais, com a sua acumula¢do no intestino.
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BSE experimental (por via oral) em bovinos:

e Infecciosidade detectada, apos administracdo oral, nas placas de
Peyer a partir dos 6 meses até aos 40 meses (fim da experiéncia) .

e Nos neuronios do plexo mesentérico do ileum distal raramente foi
determinada infecciosidade (o ileum distal de bovinos jovens pode
conter mais de 100 000 foliculos (Landsverk et alii, 1991).

e Noutros tecidos do tracto gastro-intestinal ndo foi detectada
infecciosidade.

e Ganglios linfaticos mesentéricos sem infecciosidade aos 6 meses.

e O CNS revelou infecciosidade aos 32 meses.

e O agente da BSE ¢ tomado duma forma muito limitada no ileum,
pelos foliculos associados com o epitélio intestinal, ou melhor a
replicacdo dos agentes infecciosos dentro das placas de Peyer ¢
restrita ou entdo ocorrem mecanismos para a eliminagdo destes
agentes neste local.

e Parece haver uma aparente falha de disseminacdo dos agentes
infecciosos que entre os foliculos quer para outros tecidos
linféides.

e O ileum distal nos bovinos expostos por via oral parece ser a porta
de entrada para os agentes infecciosos.

e A auséncia de infecciosidade nos ganglios linfaticos mesentéricos
aos 6 meses apos a infec¢do, ¢ surpreendente indicando, uma vez
que estes ganglios drenam a linfa a partir do tubo gastro-intestinal,
que outros orgaos linfoides também sejam negativos, o que foi
confirmado (Wells et alii, 1998) tal como sucedeu com outros
tecidos do sistema linforreticular.

Ovinos e ratos com BSE experimental:

e Revelam infecciosidade largamente disseminada através do sistema
linforreticular (LRS).

e A distribui¢do da infecciosidade no LRS parece ser determinada
pelo hospedeiro e seu genotipo do PrP.

e Nos bioensaios em ratos o periodo de incubagdo depende do titulos
de infecciosidade do material inoculado (mais curto para doses
maiores de indculo infeccioso) ndo havendo comparagao possivel
entre o titulo de infecciosidade com o numero de foliculos
positivos no ileum distal dos ratos entre os 6 e os 14 meses.
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Ovinos com scrapie natural:

e O sistema linforreticular revela precocemente infecciosidade.

e No caso de ovinos e ratos com scrapie parece que essa
infecciosidade esta associada com células FDC, enquanto nos
bovinos em fase pré-clinica isto ndo € observavel nao se sabendo
se 1sto se deve a diferente distribuicdo das FDC nas duas espécies
animais ou a acumulagao limitada de PrPsc nestas células.

Outros animais (gamos e doninhas) com TSE:

e A infecciosidade no LRS ¢ notéria em diferentes extensodes.

e Assim, na CWD nos gamos infectados por via oral observa-se
infecciosidade no tecidos linfoides semelhante ao scrapie (vide
figura seguinte).

e Na TSE da doninha ocorre pouca replicacdo extra-neural na fase
pré-clinica da doenga.

O mecanismo de disseminacao dos PrPsc dos locais de entrada
periférica para o CNS (neuroinvasido) ¢ pois complexo e apesar dos
orgaos linfaticos tipicamente apresentarem uma acumulagdo precoce de
prides, as células FDC e os linfocitos B sdo necessdrios para uma
neuroinvasao eficiente, sendo a entrada para o CNS provavelmente
através da via dos nervos periféricos e talvez utilizando uma via
dependente do PrPc.

Em ratos os prides PrPsc tendem sempre a acumular-se no baco mesmo
quando os prides sdo injectados directamente no nervo ciatico (Glatzel e
Aguzzi, 2000) indicando portanto nessa disseminacdo uma sequéncia
linfo-neural.

Ha provas de que a entrada dos PrPsc no CNS ocorre através do
sistema nervoso periférico (Glatzel et alii, 2001; Sigurdson et alii, 2001)
parecendo que a inervacao periférica simpatica dos o6rgaos linfoides ¢
condicionadora da neuroinvasdo € que os nervos simpaticos do baco

podem actuar como reservatdrios extracerebrais dos prides (Glatzel et
alii, 2001).

4.4.2. Distribuicao das isoformas patogénicas PrPcwd em cervideos:

No caso das TSE dos cervideos (CWD) parece poder aceitar-se
(Sigurdson et alii, 2001) que o transito do PrPcwd nos nervos, quer
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centrifugamente quer centriptamente, ¢ uma via para o trafego de prides e
invasdo de orgdos, podendo os orgdos endocrinos também ser local de
acumulacao destes prides patogénicos.

No esquema da figura 29 seguinte (Sigurdson et alii, 2001) mostra-se a
distribuicdo das isoformas patogénicas PrPcwd nos sistemas nervosos
simpaticos, parassimpaticos, cranianos € nervos motores em animais com
infeccoes naturais certamente adquiridas por via oral, com sinais clinicos
de CWD, sujeitos a eutanasia e examinados imunohistoquimicamente.

Tratava-se de gamos (Odocoileus hemionus) em cativeiro com CWD
clinica e sujeitos a eutandsia. A infecciosidade foi determinada nos
tecidos por via histoquimica como afirmamos.
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Distribuicao da infecciosidade PrP CWD em cervideos nos troncos
parassimpatetico , simpatetico, nervos cranianos e motores e CNS

Espinal medula

} CNS

Pancreas Intestino

Nervos motores

v
ciatico

Percentagem de casos positivos com infecciosidade em seis cervideos para cada tecido examinado

Ganglio de Gasser
0 (%) Ganglio craniano cervical
Ganglio coeliaco

Plexo braquial
+ (50% dos casos) § Tronco simpatetico
Ciatico

++ (51 a 75% dos casos) supra renais

Pituitria ,cérebro

Ganglio inferior do vago
+++ (75 a 100% dos casos) < Espinal medula

Plexo intestino/mesenterio

Péancreas

Figura 29
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4.4.3. Sequéncia no rato (infeccao oral) da evolucao da infecciosidade
por BSE e por scrapie:

No esquema da figura 30 seguinte refere-se a sequéncia, por 6rgaos, da
acumulacdo do PrPsc em ratos contaminados por via oral com agentes do
scrapie e da BSE (Maignien et alii, 1999).

Conforme se verifica apds a contaminagdo oral, os dois tipos de
agentes infecciosos (scrapie ¢ BSE) evidenciam-se ao mesmo tempo em
alguns Orgdos (primeiro nas placas de Peyer e ganglios linfaticos
mesentéricos e depois no baco e ganglios linfaticos sub-maxilares).

Mas no que se refere as glandulas salivares, pancreas, ganglios
linfaticos axilares e CNS ha diferengas notorias consoante o agente
infeccioso.

Parece que a via de infec¢do ¢ a mesma para as duas estirpes de
agentes ensaiados, sendo primeiramente estes replicados nos 6rgaos LRS
associados ao tubo digestivo (placas de Peyer e ganglios linfaticos
mesentéricos) seguindo-se os 6rgaos do LRS ndo relacionados com este
tubo digestivo como o bago e ganglios linfaticos axilares.

Tudo isto sugere que a propagac¢do do agente infeccioso a partir do
intestino se faz para os ganglios linfaticos mesentéricos por via linfatica,
transitando depois por via hemadtica para atingir alvos secundarios do
sistema linforreticular (bago e nodulos linfaticos associados com outros
orgaos) .O pancreas e glandulas salivares sdo irregularmente atingidos.
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Sequencia da acumulac¢fio do PrP* nos ratos contaminados por via oral com agentes da
Scrapie ou BSE (em numero de dias apds inoculacio)

Dias apos inoculacdo

0 45 90 150 270 410

| Placas de Peyer e ganglios linfaticos mesentericos

Placas de Peyer e ganglios linfaticos mesentericos

Bago, ganglios linfaticos sub-maxilares, intestino

1 Glandulas salivares

| Baco, ganglio linfatico sub-maxilar

Ganglios linfaticos axilares

| Timo
Legenda: 5
Estirpe C506 M3 de Scrapie I Ganglios linfaticos axilares
Detecgdo continua |
Detecc¢ao intermitente
Estirpe 6PBI de BSE | Péncreas
Detecgao continua Tt T s
Deteccao intermitente | Glandulas salivares
e
| Pancreas
=== ————-
- l Sistema nervoso central
|
— l Sistema nervoso central
- |
Figura 30
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4.4.4. Distribuicao relativa no rato (infec¢cao oral) da infecciosidade
por BSE e por scrapie:

Concentracoes relativas dos PrPsc nos diversos orgdos de ratos apos
infeccdo oral com agente do scrapie ou da BSE (Maignien et alii, 1999):

A — concentracdes de PrPsc nas placas de Peyer e nos ganglios linfaticos
mesentéricos: 1/20 da infecciosidade observada no cérebro (em estados
finais da doenga);

B — concentragdes de PrPsc no baco: 1/30 da infecciosidade observada no
cérebro (em estados finais da doenca);

C — concentragdes de PrPsc no pancreas e glandulas salivares: revelam
também infecciosidade mas inconsistemente. 1/500 da infecciosidade
observada no cérebro em estadios finais da doenca;

D — concentragdes de PrPsc no timo: negativo no caso de agentes da BSE;
inconstantemente positivo no caso do scrapie;

E — auséncia de infecciosidade da scrapie e da BSE: figado, supra-renais,
omentum, medula 6ssea no fémur, formagdes linfoéides do palatino.

Apenas no caso da inoculacdo com o PrPsc do scrapie o estbmago,
duodeno, jejuno, ileum (apds remocdo das placas de Peyer) cecum e
colon exibem concentragdes de PrPsc da ordem de 1/200 a 1/40 daquelas
observadas no bago (os valores mais baixos sao observados no estdmago).

4.4.5. Comparacio, no rato, da infecciosidade desencadeada pelas
vias oral e intraperitoneal:(Figura 31).

Salienta-se nesta situacdo que o baco ¢ o primeiro 6rgao a denotar
infecciosidade apds a administragdo intraperitoneal do agente, e s6 depois
os ganglios linfaticos mesentéricos, as placas de Peyer e ganglios
linfaticos axilares.

Comparativamente € interessante verificar que por via intraperitoneal
logo aos cinco dias observa-se infecciosidade no bago, enquanto por via
oral s6 aos quarenta e cinco dias ocorre infecciosidade nas placas de
Peyer e ganglios linfaticos mesentéricos, a despeito da dose inoculada por
via intraperitoneal ser dez vezes menor que a administrada per os.

Parece portanto que s6 uma pequena parte das particulas infecciosas do
in6culo administrado per os consegue efectivamente atravessar a barreira
intestinal muito provavelmente através das células M.

As vias de propagagdo parecem portanto ser diferentes da via oral para
a via intraperitoneal. Na primeira o local da replicagdo primaria sdao as
placas de Peyer e ganglios linfaticos mesentéricos e depois 0s outros
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ganglios linfaticos, como os axilares, enquanto na segunda ¢ o bago o
primeiro 6rgao da replicagao.

Comparacio entre a infecciosidade observada nos orgios desencadeada pelo scrapie C57bl/6

administrado por via oral ou intraperitonial em ratinho
(dias ap6s administracdo)

45 90 150 dias

— O
()]

I— Glanglios linfaticos mesentericos

I— Placa de Peyer

} Baco

Ganglios linfaticos axilares

Via intraperitoneal

Figura 31

As placas de Peyer estdo em contacto directo com o epitélio intestinal e
ligadas com vasos linfaticos que drenam os ganglios linfaticos
mesentéricos, enquanto as células linfoides presentes na cavidade
peritoneal entram na corrente sanguinea através dos capilares sanguineos
que vao primeiro ao baco.

O grau de envolvimento do bag¢o depende da via de inoculacao
(Kimberlain e Walter, 1989). Salienta-se ainda que nos dois estudos
graficados por nos anteriormente foi observado sempre um diferente
perfil electroforético entre os agentes da BSE e do scrapie, observando-se
ainda variagdes neste perfil para a mesma estirpe do agente infeccioso
consoante os diferentes orgaos estudados, o que provavelmente se deve
as diferentes actividades enzimaticas desempenhadas em cada um destes
orgdos sobretudo no que se refere a adicgdo de diferentes tipos de
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acucares e aos diferentes tamanhos e locais de glicosilacao (Hill et alii,
1999).

4.4.6. — Aspectos das fases finas das prionoses:

Na distribuig¢do pelos diversos 6rgaos dos animais dos PrPsc nos estadios
finais das prionoses observam-se algumas caracteristicas curiosas
(Maignien et alii, 1999). Assim:

1 — em ratos experimentalmente infectados com agentes do scrapie ou da
BSE:

6rgaos do sistema linforreticular — presenca positiva;

sistema nervoso central — presenga positiva;

pancreas e glandulas salivares — ora positiva ora negativa;

figado — negativo;

epiploon — negativo.

2 — em bovinos com BSE natural:
apenas sistema nervoso central positivo.

3 — em bovinos com BSE experimental adquirida por via oral:
- apenas positiva no sistema nervoso central (Wells et alii, 1998) no
ileum e no sistema nervoso periférico.

A distribui¢do do agente da BSE parece depender do patriménio
genético do hospedeiro. No tubo digestivo dos animais relatados nas
experiéncias anteriores (ratos com scrapie € BSE e bovinos ) apenas no
caso do scrapie foi assinalada infecciosidade do estdmago ao colon,
inclusivé no ileum sem placas de Peyer.

No caso do agente da BSE o ileum foi negativo enquanto as placas de
Peyer foram positivas.

Admite-se que no scrapie natural o PrPsc se encontre ao longo do tubo
digestivo, sobretudo no tecido linfoéide com ele associado e/ou no plexus
do sistema nervoso entérico. Estes plexus estdo conectados com os
neurdnios do nervo vago podendo este contribuir para a difusao do agente
infeccioso dos 6rgaos viscerais para 0 CNS (Beekes et alii, 1998) além da
neuroinvasao através da espinal medula tordxica.

Portanto as fibras parassimpaticas do vago e as fibras simpdticas que
se ligam ao segmento da espinal toraxica, podem ser ambas vias para a
disseminacdo para o CNS, tudo dependendo das propriedades
neuroinvasivas dos agentes das TSE.
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Parece pois haver uma série de entradas para o agente infeccioso
atingir o CNS.

Em ovinos infectados experimentalmente per os com agentes da BSE
nas fases terminais da prionose desencadeada ocorre uma distribuicao
similar de elevadas concentracdes do PrPsc através do CNS e também no
sistema linfoide, inclusivé partes do tubo digestivo e alguns componentes
do sistema nervoso periférico, ao contrario dos bovinos infectados com
BSE que revelam pobremente PrPsc nos tecidos periféricos (Foster et alii,
2001).

No entanto, sabe-se que a permeabilidade paracelular do colon
descendente dos bovinos ¢ muito mais alta que a dos ovinos (McKie et
alii, 1999). Parece haver uma boa correlagdo entre a susceptibilidade a
infeccdo oral por prides e o numero de placas de Peyer, ¢ uma
independéncia notdvel em relagdo ao numero de linfocitos associados
com essas placas de Peyer (Prinz et alii, 2003).

No entanto estd bem assinalado que apos infec¢do oral de hamsters
com scrapie os agentes infecciosos utilizam a via neural e ganglios do
sistema nervoso periférico para atingir locais alvo no CNS (McBride e
Beekes, 1999).

Na infec¢do natural de ovinos com scrapie ¢ conhecido que o sistema
imunitario esta implicado nas primeiras fases da patogenia do processo. A
infeccdo natural decorre por via oral através das placas de Peyer,
seguindo-se a replicagdo do agente infeccioso nos tecidos linfoides
associados com o intestino (GALT). A dispersdao para o CNS ¢ feita
depois pelas fibras nervosas autondmicas inervando o tubo digestivo
(Andreoletti et alii, 2000). A migracdo das células dendriticas (DC) a
partir do intestino parece ser um meio celular para o transporte dos
agentes infecciosos para os centros germinativos linfoides (Huang et alii,
2002) admitindo-se que as DC derivadas da medula 6ssea, entrando na
parede intestinal através do sangue, tomem depois os antigénios PrPsc do
lumen do intestino e os transportem para os ganglios linfaticos
mesentéricos (Huang et alii, 2002).

Em todo este trajecto entre as portas de entrada do agente infeccioso
das TSE e o CNS parecem existir diversas cé¢lulas transportadoras além
das DC. E sabido que o PrPsc se acumulam em FDC (que sdo distintos
ontologicamente e funcionalmente das DC) que se sabe também que nao
migram extensamente, sendo portanto necessario outras células para o
transporte dos agentes infecciosos do local de ingestdo para os Orgaos
linféides (Burthem et alii, 2001) e para o CNS. As células DC expressam
elevadas concentracdes de PrPc, tal como o complexo de
histocompatibilidade (MHC) da classe II e essas células envolvem a
polpa branca esplénica.
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4.5. Titulo de infecciosidade na patogenia da BSE e scrapie, e
sua distribuicdo por animais, tecidos e orgaos:

Uma unidade infecciosa (IU) ¢ a quantidade minima necessaria para
infectar um outro animal do mesmo tipo quando injectada no cérebro ou
por outra via adequada.

Uma simples unidade infecciosa corresponde a cerca de 100000
moléculas de PrPsc (Bolton et alii, 1982). Contudo, a relagdo das
quantidades de PrPsc para a infecciosidade pode variar.

A dose infecciosa ¢ a dose capaz de estabelecer uma infeccdo e ¢
expressa em titulo (ID50/grama de tecido de uma dada espécie/estirpe
animal, por uma via especifica de inoculacdo) vezes a quantidade de
tecido (gramas).

A ID50 ¢ definida como a quantidade de infecciosidade que transmite
doenca a metade dum grupo de animais inoculados. Por exemplo, se
volumes de 1 ml de sucessivas dilui¢des a 1/10 de uma dada amostra sao
inoculados a um grupo de 20 ratos por cada dilui¢ao (0,05 ml por animal)
uma ID50 estara presente naquela diluicdo que transmita a doenca a 50%
(10/20) dos animais inoculados, exprimindo-se os resultados em unidades
de ID50/por grama de tecido.

Na utilizagdo do conceito de ID50 no contexto das TSE os valores de
ID50 devem sempre ser expressos como um valor de ID50 para uma
dada via de infec¢do, para uma dada espécie e para uma dada raga.
Atender pois a espécies, racas (ou estirpe no caso de animais de
laboratorio) do hospedeiro, via utilizada, ID50 por unidade de massa.

Nos modelos animais de TSE a via oral ¢ a menos eficiente de todas as
vias utilizaveis para efeito de transmissibilidade.

Calcula-se para a BSE uma reducao de 100000 na eficiéncia duma
transmissao intracerebral (i.c.) comparativamente a uma transmissao oral
dentro duma mesma espécie animal. O titulo de infecciosidade por grama
de tecido, no CNS, de bovino com BSE, ¢ de 100000000 IDS50
determinado por via i.c. em bovino.

O titulo de infecciosidade ID50 ¢ de 1000 a 100000 por grama de
tecido do CNS em bovino com BSE se medido por via intracerebral em
rato.

A sensibilidade do ensaio em rato em relacdo ao ensaio em bovino,
para medir a infecciosidade derivada do CNS de bovino com BSE, ¢ pelo
menos 1000 vezes menos sensivel no rato (por via intracerebral) em
bovino 1000000 ID50 por grama e em rato 1000 ID50 por grama.

Métodos bioquimicos correntes nao permitem detectar quantidades de
infecciosidade abaixo de cerca de 1000-10000 ID50.

A técnica de Western blotting € relativamente insensivel quando
comparada com a sensibilidade da injec¢do num animal (rato).
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Foi assinalado ha pouco tempo (Klohn et alii, 2003) um ensaio para
quantificar prides in vitro que nao se baseia no bioensaio pela inoculagao
intracerebral do rato, que ¢ um processo lento, impreciso e caro, mas sim
baseado em sublinhas celulares de neuroblastoma N2a altamente
susceptivel a prides de rato. Este ensaio SC ¢ tdo sensivel como o
bioensaio no rato € ¢ 10 vezes mais rapido, duas vezes mais barato, e
presta-se a ser robotizado (Klohn et alii, 2003).

O Scientific Steering Committee (SSC) da European Comission num
meeting efectuado em 10-11 de Janeiro de 2002, elaborou quadros com a
distribuicdo da infecciosidade das TSE dos tecidos de ovinos e bovinos,
no sentido de ajudar a definir o que deve ser considerado material de risco
especificado e as boas praticas de higiene a adoptar nos matadouros.

Foram elaborados quadros da infecciosidade dos tecidos aplicavel aos
pequenos ruminantes (scrapie em pequenos ruminantes € BSE em
pequenos ruminantes) € aos bovinos com BSE, que passamos a
transcrever seguidamente (Update of the opinion on TSE infectivity
distribution in ruminant’s tissues. Initially adopted by the Scientific
Steering Committee at its meeting on 10" 11" January, 2002, and
amended at its meeting on 7" 8" November, 2002. European Comission.
http://european.int/comm/food/fs).

Titulos de infecciosidade no scrapie natural em ovinos € caprinos em
fases pré-clinicas e clinicas (bioensaio em ratos suissos).(Quadro 10)

Titulos de infecciosidade

(Log10 LD50 em ratos por via intracerebral por 30mg de tecidos)

A=alta (=10000) B=média (1000 — 10000) C=baixa (<1000)
D=indectavel
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Titulos de infecciosidade no scrapie natural em ovinos e caprinos em fases pré-
clinicas e clinicas (bioensaio em ratos suissos)

Titulos de infecciosidade: A = alta (? 10*°)

— 32 4.0
(log;o LD50 em ratos por B = (10 10 3)2 .
via intracerebral por ~ C = baixa (? 107" ou desconhecida)

30mg de tecido) D = indetectaveis

Fases pre-clinicas Fases clinicas

Idade (meses) 738 10-14 25 >25 34.37 38.39

Numeros positivos 0/16 8/15 1/13 1/6 9/9 3/3
/examinados

Cérebro A A

Cerebro (medulla) D

Cerebro (medulla/diencefalo)

wilole!

Cerebro (cortex “mid-brain”)

Pituitaria

Espinal medula D

Fluido cerebro — espinal

QUal>|w

Timo D D

Tiroide

oo}

Bago

Amigdala

UJU:JWU?ZO>O

wllwllwi
W Ow
seliveli@!

Nodulo linfatico(retrofaringeo,
mesenterico portal)

Nodulo (bronco mediastinico)

Qg
@!
vy
vy

Nodulo (pre-escapular, pre- D
femoral

Nodulo (supra-mamario)

Colon proximal

o|w
wilvel lwi
Q| A
Q|| ™

Colon distal

Ileum D

Ileum distal B B B

Ileum proximal B

Recto-distal B B

Pancreas C**

Supra-renal D C

Mucosa nasal D C

wilel@!

Medula ossea C**

Figado C**

Sangue coagulado

wllw

Soro sanguineo

wllwllw

Glandulas salivares D

Saliva

Musculos do esqueleto

Coracgado

Rins

Pulmao

wlivliv]iviiviiviiviivliv)
w)

Ovario

** yestigios ou excencional *vestigios ou

Quadro 10
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Grupo | Titulo de Pré-clinica Clinica
infecciosidade ovinos Ovinos Caprinos
<8 10-14 25 meses | >25 meses 34-57 meses 38-49 meses
meses meses 1/13 1/6 (9/9) 3/3
0/16 8/15
A Alto>4.0 Cerebro Cerebro
Espinal medula Espinal medula
B Media Colon Colon Colon proximal, Colon proximal,
3.2-4.0 proximal | proximal ileum distal, ileum proximal,
ileum ileum amigdala, nédulos | nddulos linfaticos,
distal. distal. linfaticos pituitaria, bago,
Noédulos Noédulos rectodistal.
linfaticos, | linfaticos,
retrero retrero
faringeo, | faringeo,
mesenteric | mesenteric
oeparao |oeparao
bago bago
C Baixa Nodulos Cérebro Supra renal, medula | Supra renal, colon
< 3.2 Timo ou linfaticos, |(medula/di oOssea, colon distal, | distal, liquido cefalo
desconhecido pré- encefalo), liquido cefalo- raquidiano, mucosa
escapular, |ndédulos raquidiano, nasal, nervo ciatico,
pré- linfaticos, figado** , nodulo | timo
femural. bago mamario, mucosa
amigdala nasal, pancreas,
pituitaria, nervo
ciatico, timo,
placenta*

D ndo detectavel Ileum, Sangue Supra Colostro Sangue coagulado, | Sangue coagulado,
timo, coagulado, |renal, feto, coragdo, rim, | medula Ossea, fezes,
amigadala, | cérebro(me | cérebro, pulméo, mama, rim, mama, leite,
bago, dulla), colon musculos do musculos do
nodulos colon distal, esqueleto, ovario, esqueleto, ovario,
linfaticos, | distal, nodulos saliva, glandulas glandulas salivares,
pré- fezes, linfaticos( salivares, vesicula | soro, ttero
escapular, |nédulo mamario), seminal, testiculos,
pré- bronco mucosa tiréide, utero
femural, mediastina | nasal,
rectrofarin | 1, soro glandulas
geo, salivares,
mesenteric espinal
o portal medula,

timo
** excepcional
* negativo em outro estudo
Quadro 11
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Tecidos sem infecciosidade de bovinos com BSE experimental:
(bioensaios em ratos inoculados por via intracerebral e intraperitoneal)
(Kimberlin, 1996):

Tecidos nervosos: fluido cérebro-espinal; cauda equina; nervos
periféricos (ciatico; tibialis; esplancnicos).

Tecidos linforreticulares: baco; amigdalas; nodulos linfaticos (pré-
femural; mesentéricos; retro-faringeos); a amigdala foi positiva em
bioensaios em bovinos.

Tracto alimentar: esofago; reticulum; rumén (pilar); rumén (ansa
esofagica); omaso; abomaso; intestino delgado proximal e distal; colon
distal; recto. Tecidos reprodutivos: testiculos; prostata; epididimo;
vesiculas seminais; sémen; ovario; carunculas uterinas; cotilédones da
placente; fluidos placentarios (amnidtico e alantdide); tbere; leite.

Outros tecidos: sangue; medula 6ssea; gordura; coragdo; rins; figado;
pulmdo; musculo (semitendinoso; diafragma; longissimus dorsi;
masséter); pancreas; pele; traqueia. Estes titulos de infecciosidade do
scrapie natural em ovinos e caprinos em fases pré-clinicas e clinicas da
doenga podem ser arrumados de outra forma em ordem a tornar mais facil
a sua leitura por grau de infecciosidade.

Tentativa de classificacdao da infecciosidade de tecidos de bovinos com
BSE natural ou experimental per os:(Quadro 12)

Titulo de infecciosidade (esta classificacdo ¢ preliminar e arbitraria e

nao corresponde aos grupos de categorias utilizadas no quadro anterior do
scrapie natural em ovinos e caprinos).
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Tentativa de classificacdo da infecciosidade de tecidos de bovinos
com BSE natural ou experimental per os

Titulos de infecciosidade (esta classificagdo ¢ preliminar e arbitraria e ndo corresponde aos grupos de categorias
utilizadas no quadro anterior do scrapie natural em ovinos e caprinos)

A =alta 10*°-10>° no rato, 10>’ — 10”7 nos bovinos

B =media 10"° - 10*" no rato, 10** — 10> nos bovinos

C = baixa < 10"’ norato, < 10** nos bovinos

Experimental Natural
Clinica Clinica
Meses apos a 6-14 18 32 36-40
eXposi¢cdo
Cerebro B/C C A
Retina
Espinal medula C C A
Ganglios da raiz C
dorsal
Ganglios C
trigeminal
Ileum distal B/C C C
Amigdalla C* D
palatina
Ganglio D
mesenterico
Ganglio popliteo D
* provas preliminares apontam para um titulo <10' nos bovinos

-~

Quadro 12

No quadro 13 seguinte ordenamos estes dados sobre a classificacdo da
infecciosidade nos tecidos bovinos com BSE por experimentagao oral ou
natural, de outra forma, e atendendo aos titulos de infecciosidade
observados nos bioensaios efectuados em ratos e em bovinos.

Através dos quadros anteriores € possivel verificar que a infecciosidade
dos tecidos dos animais tende a ser mais elevada nas fases clinicas do que
nas fases pré-clinicas no scrapie natural em ovinos e caprinos, isto em
certos Orgdos (por exemplo, cérebro e medula espinal - os titulos mais
altos >10*’; pituitaria 10’2 — 10*; baco 10** — 10*° e nédulos linfaticos).
Curiosamente, nestes casos o ileum distal tende a manter a infecciosidade
(10> — 10*%) para desaparecer depois aos 38-39 meses, na ultima fase
clinica dos animais.

No que se refere a infecciosidade dos tecidos de bovinos com BSE
experimental por via oral, ou por infec¢do natural, com bioensaios em
ratos € em bovinos, ¢ possivel verificar que a infecciosidade tende a ser
mais elevada na fase clinica na infec¢do natural do que na experimental.
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Titulo de infecciosidade Experimental Natural
(valores aproximados)
Em rato Em bovino* | Fases pré-clinicas (meses apos a Fases clinicas (meses Fases (clinicas)
eXposicao) apos a exposicao
6-14 18 32
Alta Alta Cerebro
(10*°=10>% | (10> = 10"7) Espinal medula
7retina (dados
ndo publicados)
Media Media [leum Cerebro
(10" - 10*% | (10** - 10> |distal (10
meses)
Baixa Baixa lleum [leum Cerebro Cerebro
(£ 10" (£10*%) distal distal espinal Espinal medula
lleum medula Ganglios da raiz dorsal
distal (6 Ganglio Ganglios trigemio
meses) da raiz Ileum distal
Amigdala dorsal Medula ossea
(10 (38 meses)
meses)
Indetectavel |Indetectavel | Ver a lista de tecidos em quadros Noédulos
2 (<10"°) ? (<10 anteriores linfaticos
.retrofaringeo,m
esenterico,poplit
eo(ver para
outros tecidos
lista de tecidos
em quadros
anteriores).

* o0s valores referidos em lilas sdo baseados no bioensaio em bovinos

Quadro 13

Assim, no cérebro da infec¢do natural o titulo é da ordem dos 10°° a

10°? (em rato) e 10>7 — 107.7 (em bovino) enquanto a infecciosidade
exprerimental ¢ de 10'° (em rato). No bago ndo ¢é detectada
infecciosidade nem numa série de nodulos linfaticos enquanto nos
ganglios neurais esses valores podem atingir 10'° no rato e <10>* nos
bovinos.

Nos agentes da TSE, sobretudo no scrapie, ap6és a tomada oral de
agentes infecciosos estes parecem replicar-se no tecido linfatico e/ou no
tecido neural do intestino delgado e depois sobem ao cérebro e espinal
medula através de tractos do sistema nervoso autobnomo parassimpatico e
simpatico. No scrapie natural e experimental o PNS, sobretudo as vias
motoras eferentes do sistema nervoso auténomo, estdo envolvidas
patogenicamente. Apds atingirem o CNS a infeccdo dissemina-se a partir
da porta de entrada na direc¢do cranial e caudal dentro do CNS e pode, a
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partir daqui, difundir-se para o organismo através das vias nervosas. No
caso da BSE se for aplicavel este modelo, ap6s a ingestdo oral dos
agentes, os ganglios pré-para e vertebral devem ser utilizados pelos
agentes patogenicos.

Em ensaios em ratos para aquilatar da infecciosidade do PNS de
bovinos com BSE foi verificada negatividade no nervo esplancnico e no
nervo ciatico por i.c. e i.p. (o limite de detecgdo era de cerca de 10" logy,
no rato — i.c./i.p. — ID50/g admitindo-se o efeito duma barreira de espécie
da ordem de 10*’. O ileum distal por imunohistoquimica revela a
presenga minima de infecciosidade nos neurénios do plexo mesentérico
dos bovinos.

Em consonancia com as caracteristicas das TSE hd que considerar os
provaveis materiais de risco para o consumo publico resultantes da
producao animal obtida a partir desses animais.

E possivel através da interpretagdo da patogenia e da indentificacdo dos
agentes infecciosos das TSE nos diferentes tecidos animais definir aquilo
que se convenciona designar por materiais de alto risco.

Como se compreende, a leitura dos quadros anteriores permite nao so
deduzir as vias de disseminacao provavel, desde a porta de entrada até aos
diversos orgdos e tecidos, mas também a maior ou menor capacidade
replicativa operada pelos agentes infecciosos em cada um dos sectores
referidos.

4.6. Doencas prionicas sub-clinicas:

Apo6s a infeccdo oral, na transmissao natural das prionoses, o sistema
nervoso periférico e o sistema linforreticular (fase de siléncio quanto a
sinais clinicos) estdo implicados na subsequente neuroinvasdo do CNS
pelos prides, o que nem sempre desencadeia sinais clinicos de doenca
terminal. Esta doenga pridnica sub-clinica pode ocorrer e ¢ caracterizada
pela presenca de infecciosidade e PrPsc na auséncia de sintomas clinicos
evidentes (Thackray et alii, 2003).

Nos sistemas nervoso central e no sistema reticuloendotelial tém sido
verificadas elevadas concentracdes de PrPsc em fases subclincias da
doenca (Thackray et alii, 2002; Hill e Collinge, 2002).

Apos o periodo de incubagdo especifico de cada estirpe de prido esta
fase pré-clinica habitualemente desemboca numa doenca terminal
clinicamente evidente. Contudo, tem sido assinalado que animais
infectados com PrPsc, portanto infecciosos, parecem nao afectados
grosseiramente durante o seu periodo de vida normal, a seguir a
inoculacdo com prides, podendo pois ser considerados como tendo uma
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infec¢do sub-clinica em oposi¢ao a infecg¢ao pré-clinica (Dickinson et alii,
1975).

Estd demonstrado que uma estirpe de prides do hamster tida como ndo
patogénica para ratos convencionais pode desencadear a replicacdo dos
prides até elevadas concentragdes sem originar doencga clinica nestes ratos
(Hill et alii, 2000).

A transmissao experimental da mesma espécie de prides, por via oral a
diversos animais da mesma espécie, pode originar doenca prionica sub-
clinica sendo o nivel da expressdo do PrPc pelo animal hospedeiro um
factor que regula este desenvolvimento da doenga pridnica terminal
(Thackray et alii, 2003). Aumento da expressdao de PrPc pode predispor
um animal infectado para uma patologia mais agressiva.

Tem sido possivel verificar em doengas pridnicas experimentais
provocadas em ratos Tga20 (que exprimem eclevadas taxas de proteina
PrP) e apds inoculagdo com baixas doses do agente infeccioso (Thackray
et alii, 2002) que podem ser detectados altos niveis de infecciosidade e a
presenca de PrPsc em animais com doenga sub-clinica, o que sugere que
para desencadearem a doenga clinica terminal além da simples
acumulacao de PrPsc outros acontecimentos terao de intervir.

As prionoses sub-clinicas sdo pois caracterizadas pela presenca de
infecciosidade e PrPsc (no cérebro) na auséncia de sintomas clinicos
evidentes (Thackray et alii, 2003).

Em que circunstancias ou quais os factores que sdo responsaveis pelas
prionoses clinicas ou sub-clinicas nao ¢ conhecido.

No entanto, o aumento da expressdao de PrPc pelo hospedeiro pode
aumentar a susceptibilidade dos animais infectados para efeitos mais
deletérios da patologia prionica.

Estudos em ratos sugerem que o nivel de expressao pelo hospedeiro
de PrPc contribui para a regulagdo do desenvolvimento de prionoses sub-
clinicas por via oral.

Independentemente de quando a prionose ¢ terminal ou sub-clinica,
apos a inoculagdo oral, o tecido esplénico dos ratos acumula baixas doses
de infecciosidade ao contrario do que sucede com a inoculacao
intraperitoneal. Os niveis de infecciosidade do cérebro sdo similares nos
dois casos. Apesar de se encontrar baixa infecciosidade no bago nos ratos
infectados por via oral, niveis mais elevados de infecciosidade sao
detectados nos ganglios mesentéricos.

Parece que o baco ¢ um importante reservatdrio de infecciosidade
prionica quando a inoculagdo € intraperitoneal.

Na infecgao oral o PNS (Jansen et alii, 2001; Kimberlin et alii, 1983;
Kimberlin e Waker, 1998) ¢ a principal via para a neuroinvasdo, até
porque o PrPsc € constitutivamente expresso nos ganglios entéricos e
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clementos neurais ¢ nas terminagdes nervosas associadas com as células
epiteliais de rato (Shmakov e Ghosh, 2001).

Estdo inclusivé assinaladas prionoses na auséncia de expressao de PrP
no tecido linféide (Race et alii, 2000).

Tudo isto sugere que o PNS ¢ a principal via para a neuroinvasao
apos a inoculagdo oral, embora outros tecidos linfoides possam acumular
prides, mas com pouca expressdo para a progressao da doenga, o que
explicaria em parte os baixos niveis de PrPsc detectados no tecido
linfatico (por exemplo, o bago) nos bovinos com BSE natural
provavelmente adquirida por via oral (Phillips et alii, 2000). Segundo
sugestdes de Thackray (2003) o estado fisiologico do tracto gastro-
intestinal dos animais (inflamagdes periféricas versus animais saudaveis)
pode determinar face a infec¢do por prides se os animais sucubem a uma
prionose terminal ou se desenvolvem uma prionose sub-clinica, podendo
inclusivamente esta argumentagdo explicar a baixa incidéncia de bovinos
com BSE terminal em exploragdes afectadas.

4.7. — Transmissao entre animais:

A via oral ou intragéstrica para transmissdao dos agentes infecciosos ¢ a
menos eficiente de todas as vias utilizaveis.

A eficiéncia relativa dessa transmissdo entre as vias intracerebral e
oral nos roedores varia entre 10° no rato ¢ 10° nos hamsters (Prusiner et
alii, 1985).

No que se refere a transmissdo materna parece que a BSE apenas se
dissemina através de infeccao veiculada pela alimentacao.

H4 no entanto provas que pdoem em evidéncia a transmissao natural do
scrapie através da placenta. No que se refere 8 BSE em bovinos ndo ha
provas por ora dessa transmissibilidade através da placenta.

Também ndo had provas da transmissibilidade da BSE através do
colostro e do leite ( Heeschen, 2002).

No que se refere a transmissdo directa horizontal experimental o
scrapie pode transmitir-se por contacto entre ratos. Dickinson et alii
(1964) e Broltherston et alii (1968) assinalam também a mesma
transmissibilidade entre cabras.

Andreoletti et alii (2000) verificaram que a distribui¢do do PrPsc nos
tecidos linféides de ovinos com scrapie aumenta a medida que a doenga
avanga o que sugere que a infecg¢do destes tecidos linféides associados
com o intestino pode levar a libertagdo dessa infecciosidade PrPsc para o
ambiente contribuindo indirectamente para a transmissao horizontal do
scrapie observada em condi¢des naturais de campo.
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Quanto a transmissdo natural por contactos directos de todas as TSE
ocorrendo naturalmente apenas o scrapie parece implicado na
transmissao horizontal.

No que se refere a transmissao indirecta a partir de origens animais,
quanto a fezes, saliva e urina, pode referir-se o seguinte: em fezes de
caprinos € ovinos com scrapie nao tem sido detectada infecciosidade. Em
relacao a bovinos com BSE nao existem bioensaios conclusivos.

No que se refere a cabra aquilo que foi realizado em cabras com
scrapie indica um risco de transmissao muito baixo.

Quanto a urina Shaked et alii (2001) revelam que bovinos com BSE
excretam uma forma proteica resistente de PrP na urina (UPrP) o mesmo
sucedendo em hamsters com scrapie experimental ¢ em humanos com
CJD familiar. Noutros estudos (MAFF, 2000) ¢ referido que o rim nao
apresenta infecciosidade detectavel.

Quanto a possivel presenca de UPrPsc na urina ela podera ser devida a
uma massa molecular do PrP abaixo do cut off de filtracdo através das
células renais e ainda pelo facto da urina poder concentrar até cerca de
120 vezes a concentracdo de proteinas existentes no sangue, 0 que
tornaria muito fécil a sua deteccao na urina mais do que no sangue.

Admite Shaked et alii que a UprPsc possa diferir na sua conformagao
da PrPsc do cérebro, e dai o seu comportamento experimental, quando
inoculada via i1.c. em hamsters nao originar sintomas de prionose até aos
270 dias o que parece sugerir que ¢ diferente nas suas propriedades
patogénicas do PrPsc do cérebro.

4.8. — Prioes nas massas musculares:

J& em 2004 Hamir et alii trabalhando com amostras de musculos
estriados (lingua, coragdo, diafragma e masséteres) de vinte animais
inoculados experimentalmente (bovinos, ovinos, alces e raccons) nao
detectaram neles PrPsc por métodos imunohistoquimicos (IHC) embora
os tenham identificado no cérebro desses animais, resultados que
contradizem estudos anteriores que assinalaram PrPsc na lingua e noutros
musculos estriados, referindo ainda Hamir et alii que provavelmente isto
se deveria ao facto de terem utilizado neste ultimo caso (lingua e
musculos estriados) estirpes de TSE adaptadas no laboratorio que
poderiam ter adquirido a capacidade para amplificar a resposta nos
musculos estriados.

Pode argumentar-se que a técnica utilizada por Hamir et alii, a THC,
nao ¢ tdo sensivel como por exemplo a de Western blotting, mas Hamir et
alii referem que na experiéncia deles a IHC tem uma sensibilidade igual
se nao ligeiramente superior para a detec¢do de PrPsc (Hamir et alii,
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2001). Thomzing et alii (2003) descreveram uma acumulagdo extensa de
PrPsc nos musculos de hamsters infectados oralmente com scrapie e
abatidos em fase terminal da doenga clinica, e cujos tecidos foram
analisados por Western blotting dando resultados positivos nos musculos
do esqueleto dos membros anteriores, posteriores, cabeca e espadua,
lingua (mais elevado o titulo de infecciosidade neste 6rgao).

As diversas TSE afectando naturalmente os animais (scrapie em
ovinos, BSE em bovinos e possivelmente CWD) sdo causadas pela
ingestao dos agentes infecciosos.

Parece poder concluir-se deste estudo de Thomzing et alii que apds a
infeccdo oral dos hamsters com a estirpe do scrapie 263K que a
disseminacdo centripta da infeccdo para o cérebro e espinal medula
envolve componentes do tecido linféide associado com o intestino e do
sistema entérico, assim como fibras autobnomas dos nervos esplancnico e
vago (McBride et alii, 2001). Apos atingir o CNS a infeccdo pode
disseminar-se centrifugamente no sentido contrario para o sistema
nervoso periférico (PNS) distribuindo-se depois o agente infeccioso
através do organismo animal. Assim ¢ possivel que os musculos apos a
infeccao oral sejam infectados através das vias seguintes:

a) vias neurais directa ou indirectamente ligadas que permitam o
acesso dos PrPsc ao cérebro e espinal medula, inclusivé as associadas
com o LRS;

b) projecgdes do PNS mediando disseminagdes centrifugas da
infeccao a partir do CNS;

c) disseminagdes linfaticas ou hematicas apds a invasao do LRS.

De qualquer forma ndo se sabe com se passardo as coisas nos estudos
de transmissdao em bovinos, apesar de saber-se que nao tem sido detectada
infecciosidade nos musculos do esqueleto e no nervo ciatico de bovinos
com BSE analisados por bioensaio em ratos e titulacdes em espécies
bovinas (European Comission, 2002).

Ha indicagdes (Prions in muscle, 2002) de que os musculos do
esqueleto de ratos infectados com scrapie contém e amplificam o PrPsc
(Bosque et alii, 2002) que foi detectado nos musculos dos membros
posteriores de ratos (doentes terminais) inoculados i.c. e i.p. com duas
estirpes de scrapie adaptadas ao rato (RML e Me7).

Os titulos de infecciosidade nos musculos foi de 10°% a 10°* ID50
unidades/grama de musculos (em fases terminais da doenca) o que
corresponde a 1000 vezes menos do que o titulo encontrado no cérebro.

O PrPsc foi detectado nos musculos pela técnica de Western blotting.
(Esta técnica ¢ relativamente insensivel quando comparada com a
sensibilidade da injeccdo numa animal como por exemplo o rato. O teste
mais sensivel para determinar a infecciosidade pela BSE em musculos
bovinos ¢ a transmissao bovino a bovino e isto esté a ser feito desde Abril
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de 2002 no Reino Unido). A eficiéncia desta acumulagdo de PrPsc parece
variar consoante os grupos de musculos amostrados de diferentes regides
do organismo animal.

Admite-se que a eficiéncia da acumulagdo de prides nos musculos
varie consoante as espécies de animais hospedeiros ou a estirpe de prides
em causa.

Por outro lado, ndo pode deixar de se sopesar que a transmissao oral ¢
ineficiente em comparacdo com a inoculacdo i.c. (no hamster por
exemplo ¢ de 10° a 10° menos eficiente). A propria barreira de espécie
tera que ser encarada.

Chiesa et alii (2001) detectaram também elevadas concentragcdes de
PrPsc pelo método de Western blotting em coragdo ¢ musculos do
esqueleto em ratos transgénicos expressando uma mutagdo inserida de
nove octapéptidos no gene da proteina pridnica (Prnp).

Bosque et alii no trabalho referido anteriormente utilizaram uma
técnica de Western blotting mais sensivel embora também Bosque et alii,
para este trabalho, tenham produzido animais (ratos) que exprimem PrPc
quasi exclusivamente nos musculos, ou seja, mais de cem vezes do que a
expressao de PrPc nos animais normais (ratos selvagens).

H4é sugestdes no sentido de que os miocitos (e também os hepatocitos)
ndo sdo tdo eficientes para a propagacdo dos PrPsc com o sdo os
neurdnios.

Mas como a ic. é 10° a 10’ mais eficiente que a infec¢do oral,
possuirdo apenas uma capacidade marginal para transmitir a doenca a
ratos. Contudo, a repeti¢ao da exposi¢ao oral aos agentes infecciosos das
TSE pode aumentar o risco de transmissdo da infeccao (Diringer et alii,
1998) pois repetidas doses de PrPsc administradas a animais tém um mais
alto potencial de transmissdao do processo do que uma unica exposi¢ao
oral.

Em 1990 Pattison em 14 cabras inoculadas com musculos de cabras
infectadas com scrapie encontrou uma cabra que desenvolveu doenca
clinica.

No entanto, experiéncias feitas com musculos de bovinos nao t€ém até
hoje (Abril de 2002) segundo a European Comission (Prions in muscle,
meeting 4" 5™ April 2002) provado infecciosidade, embora essas
experiéncias tenham sido feitas com um modelo de sensibilidade limitada
(rato tipo selvagem) ou no caso de ensaios com bovinos terem sido
incompletos.

Estes factores levaram a European Comission, através do Scientific
Steering Committee, a nao rever a sua posi¢do no que se refere a
adequagao dos musculos de bovinos e ovinos para consumo publico, dado
que a infecciosidade presente a muitos baixos niveis, abaixo dos limites
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de detecgdo correntes, ¢ o risco de exposi¢ao a infecciosidade pela BSE
ser reduzida ou negligivel.

No entanto, certos subprodutos e despojos (offals) especificados,
inclusivé tecidos neurais e linfaticos que se supde conterem elevadas
concentragdes de prides continuam a ser excluidos do consumo publico
(Phillips et alii, 2000). Também em amigdalas da faringe de bovino foi
assinalado recentemente, 2002, infecciosidade pela BSE sendo
considerado material de risco especifico (SRM) pela Unido Europeia.

Bartz et alii (2003) verificaram uma réapida neuroinvasao pelos prides
a seguir a infeccdo da lingua em hamsters e mais, que a inoculagdo dos
PrPsc de agentes da TME da doninha (transmissible mink
encephalopathy) nas linguas de hamsters ¢ 100000 vezes mais eficiente
do que a ingestdo oral do agente infeccioso, parecendo ocorrer uma
disseminagdo transneural do agente da TME.

Neste estudo assinala-se que a TME pode replicar-se na lingua e nos
seus nodulos linfaticos regionais, mas a via mais rapida de invasdao do
cérebro ¢ por via do transporte axonal retrogrado dentro do nervo
hipoglossal para o nucleo hipoglossal.

Em hamsters infectados por via oral com scrapie foi evidenciado por
Diringer et alii (1998) que comparadas com uma simples administracao
oral, administra¢des orais repetidas originam doenca com uma incidéncia
mais elevada e o risco de infeccdo ¢ maior quanto mais curto for o
intervalo entre cada administracgao.

A infec¢do oral ou intragastrica ¢ 50.000 a 100.000 vezes menos
eficiente no rato e no hamster do que a via intracerebral.

Também estd referido por Diringer et alii (1994) que doses de
infecciosidade em hamsters que originam doenca quando dadas de uma
sO vez, originam baixa incidéncia dos casos de scrapie quando dadas
repetidaemente. Estudos relatados em 2003 (Glatzel et alii, 2003) em
seres humanos afectados pela doenga de Creutzfedt-Jakob esporadica
revelaram a localizagcdo extraneural de PrPsc em bagos ¢ musculos de
cerca de 1/3 de 30 espécimens analisados (o método de detecgdo foi o de
Western blotting ap6s precipitacdo diferencial). Esta deposi¢ao
extraneural do PrPsc em humanos parece estar correlacionada com uma
larga duragdo da doenca.

4.9. — Transfusoes de sangue e prioes:

Estudos desta natureza sdo muitas vezes inconclusivos dadas as
limitacdes dos bioensaios em espécies animais diferentes e ainda devido
aos pequenos volumes de sangue que podem ser injectados por via
intracerebral. Em estudos feitos com animais dadores e recipientes da
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mesma espécie aumenta-se consideravelmente a sensibilidade do
bioensaio e grandes volumes de sangue podem ser injectados por via
intravenosa.

Estao assinalados dois casos de transmissdo de BSE por esta via e mais
quatro casos de transmissao de scrapie também por esta via (Hunter et
alii, 2002). As transmissOes positivas surgiram com sangue de animais
em fases pré-clinicas e clinicas da infecg¢do parecendo que a deposicao de
PrPsc nos tecidos periféricos € mais escassa do que a produzida por via
oral.

A transmissdo de BSE a um ovino por transfusdo de sangue de outro
ovino com infec¢do experimental de BSE em fase pré-clinica esta
também comprovada (Houston et alii, 2000; Hunter ez Houston, 2002).
Esta também referida a transmissibilidade a suinos do agente da BSE
(Wells et alii, 2003) apos estudos iniciados em 1989 e referidos agora em
2003. A inoculacdo parenteral do PrPsc por trés vias simultaneamente
(i.c.; 1.v.; 1.p.) produziram doenca em suinos depois dum periodo de
incubacdo de 69 a 150 semanas, tendo a infecciosidade sido detectada por
bioensaio em ratos de CNS de suino, com infecciosidade no estdmago,
jejuno, ileum distal e pancreas de suinos afectados terminalmente.

A administracdo por via oral com elevadas doses de cérebro de bovinos
afectados com BSE nao provocaram doencas nos suinos observados
durante sete anos, nem infecciosidade nos tecidos analisados inclusivé no
tracto alimentar.
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