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RESUMO

Couto CGC. Avaliacdo da participacdo da proteina prion celular na
protegcdo contra a toxicidade do tratamento com doxorrubicina. Séo

Paulo; 2008. [Tese de Doutorado-Fundagao Antonio Prudente]

Prions sao particulas exclusivamente protéicas responsaveis por doengas
infecciosas e neurodegenerativas, denominadas  encefalopatias
espongiformes. O agente infeccioso das doengas neurodegenerativas € uma
isoforma da proteina prion celular (PrP®), a scrapie PrP%°, cuja diferenca
com PrP® reside apenas em mudanca conformacional da proteina. A PrP® é
uma proteina celular de membrana ancorada por glicosilfosfatidilinositol
(GPI), altamente expressa em neurdnios, associada a adeséo, diferenciacao,
sobrevivéncia e sinalizagdo celulares. A PrP® contém uma regiao de
octapeptideos repetidos que liga ions cobre e € responsavel pela protecao
celular contra o estresse oxidativo. Esta regido € polimérfica, com cerca de
10% da populacdo humana normal apresentando quatro repeticdes e o
restante cinco repeticbes. Acredita-se que polimorfismos nessa regido
possam indicar maior ou menor susceptibilidade ao estresse oxidativo. Prp°
também €& encontrada em diversos outros 6rgaos inclusive no coracao.
Sabe-se que o aumento do estresse oxidativo esta implicado na
cardiotoxicidade do agente anti-tumoral Doxorrubicina, sendo esse um dos
fatores limitantes do seu uso. Entretanto, este efeito é variavel e depende de
cada individuo. Neste trabalho, pesquisamos a presenga de polimorfismos
na regido de octapeptideos repetidos e no cdédon 129 do gene de Prp°
(PRNP) em 162 pacientes previamente tratados com doxorrubicina,
correlacionando-os com possiveis alteracbes nas fungdes cardiacas
causadas pelo uso de doxorrubicina. Verificamos que a presenca da delecao
de octapeptideos juntamente com o aminoacido metionina em homozigose
no codon 129 (M129Mdel) pode estar associada a uma maior sensibilidade a

lesao cardiaca por doxorrubicina. Na tentativa de avaliar este evento in vitro,



foram estabelecidas linhagens celulares expressando as proteinas PrP® com
os diferentes polimorfismos associados a regidao de octapeptideos repetidos
e ao codon 129. Estas células serdo uma ferramenta muito importante para
confirmar os achados em pacientes. Experimentos foram ainda conduzidos
in vivo em animais tipo selvagem, nocaute e que tém expressao aumentada
de PrP® (ZPrnp®°, zPrp** e Tg20 respectivamente). Os resultados
apontam que a auséncia de expressdo de PrP® causa uma maior
sensibilidade a toxicidade de doxorrubicina enquanto sua super expressao
leva a uma alta resisténcia a droga. Desta forma, a proteina PrP° funciona
como fator protetor na toxicidade a doxorrubicina e polimorfismos presentes
nesta proteina podem indicar maior suceptibilidade a cardiotoxicidade em

pacientes tratados com esta droga.



SUMMARY

Couto CGC. [Evaluation of the cellular prion protein participation in the
protection against oxidative stress caused by doxorubicin treatment].

Sao Paulo; 2008. [Tese de Doutorado-Fundacao Anténio Prudente]

Prions are exclusively proteinaceus particles responsible for infectious and
neurodegenerative diseases, named spongiform encephalopaties. The
infectious agent of the neurodegenerative diseases is an isoform of the

cellular prion protein (PrP°), the scrapie PrP5¢

and the only difference among
then is a conformational change. PrP® is a membrane
glicosilphosphatidilinositol (GPl)-anchored cellular protein, highly expressed
in neurons, associated with cellular adhesion, differentiation, survival and
signaling. PrP° presents an octapeptide repeat region that binds copper ions
and is responsible for cellular protection against oxidative stress. This region
is polymorphic, where 10% of the human population presents 4 repeats and
the rest presents 5 repeats. It is believed that polymorphisms within this
domain can indicate higher or lesser susceptibility to oxidative stress. PrP® is
also found in other organs including the heart. It is known that the increase in
the oxidative stress is responsible for the cardiotoxicity of the anti-tumoral
drug doxorubicin, which is one of the major limitations on its use. However,
this counter effect is variable and depends on each pacient. In this work, we
evaluated the polymorphisms at the octapeptide repeats and at codon 129 of
the PrP® gene (PRNP) in 162 patients with cancer that were previously
treated with doxorubicin, correlating them with possible cardiac failures
caused by doxorubicin treatment. We verified that the deletion polymorphism
together with the methionine amino acid in homozygosis at position 129
(M129Mdel) can be associated with a higher sensitivity to cardiac lesions
induced by doxorubicin. Trying to evaluate this event in vitro, we established
cell cultures expressing PrP® proteins with different polymorphisms within the

octarepeat region and at the 129 codon. These cells will be an important tool



to confirm data obtained with the patients. We also conducted experiments in
vivo in wild type, knockout and transgenic mice overexpressing PrP°®
(ZPrnp®°, ZPrnp™"* and Tg20, respectively). The results point to the fact that
the lack of PrP® expression causes a higher doxorubicin toxicity sensibility
whereas its higher expression leads to an elevated drug resistance.
Therefore, our data indicate that PrPC is a protector factor to doxorubicin
toxicity and polymorphisms present whitin this protein can indicate a higher
susceptibility to this drug.
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1  INTRODUCAO

1.1 PRIONS

Prions sado particulas infecciosas exclusivamente protéicas e que
foram primeiramente identificadas em experimentos onde se procurava o
agente responsavel por doengas infecciosas e neurodegenerativas,
denominadas encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSEs), como a
encefalopatia espongiforme bovina ou doenca da vaca louca (BSE), a
sindrome de Creutzfeldt-dJakob (CJD), kuru, Insénia familiar fatal (FFIl) e a
doenca de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) em  humanos
(PRUSINER 1998; AGUZZI e POLYMENIDOU 2004; KACHEL et al. 2006).
Durante as décadas de 80 e 90, a BSE foi a TSE mais alarmante, pois foi a
responsavel pelo surgimento na nova variante de CJD (vCJD) em humanos,
onde os individuos foram contaminadas devido a ingestdo de derivados de
carne bovina contaminada (AGUZZ| 1996; BUTLER 1996). Sendo assim, as
doencgas de prions tornaram-se um problema econdmico mundial e de saude
publica.

As TSEs sao caracterizadas por deméncia progressiva, ataxia,
associada por degeneracdo espongiforme do cérebro com eventual
deposigao de material amildéide no sistema nervoso central (revisado por
MALLUCCI e COLLINGE 2004). Embora a etiologia das TSEs tenha

permanecido obscura durante muitos anos, sendo atribuida a uma infecgao
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por virus de acgao lenta ou virdides, sabe-se hoje que elas sdo causadas pelo
acumulo intracerebral progressivo da proteina prion ou Prpse (Revisado por
PRUSINER 1991, 1997 e 1998).

O sequenciamento de uma fragao proteica de 27 a 30 Kda (PrP 27-
30), produzida por uma protedlise da PrPS® permitiu a identificagdo do gene
Prnp, que codifica a proteina prion celular (PrP®) (BOLTON et al. 1984;
PRUSINER et al. 1984). Tanto a PrP*® quanto a PrP® tém a mesma
sequéncia de aminoacidos, onde PrP® é composta de 40% de conformac&o
estrutural em folha a-hélice, enquanto a PrP° é composta de 50% de folhas
B-pregueadas e 20% de a-hélice (PAN et al. 1993) (Figura 1), o que explica
a tendéncia da PrP* em formar agregados proteicos compactos e
resistentes a protease, que entdo se acumulam no cérebro (ROSS et al.
2004). A infecgdo se da pela interacdo da PrP® com a PrP%°, que causa
conversdo da proteina normal em infecciosa, e novas moléculas de PrP*

sdo geradas exponencialmente (revisado em MARTINS 1999).

(@) i (b)
Legenda: A estrutura da PrP® (& esquerda) é caracterizada por 4 regides em a-hélice. A

forma infecciosa, PrP¢ (a direita), possui maior quantidade de folhas B-pregueadas quando
comparada a PrP°.
Fonte: PRUSINER (1999)

Figura 1 - Estrutura tridimensional proposta para PrP® e PrPs° .

Cinthia G C Couto Introdugao



Como ambas as moléculas sédo codificadas pelo mesmo gene e
diferem somente em sua conformacido estrutural, acredita-se que as
propriedades distintas entre ambas seja decorrente de modificacées pos-
traduacionais da proteina, levando varios grupos de pesquisa ao redor do
mundo a tentar entender o mecanismo pelo qual ocorre a conversao da PrP°

na PrPS,

1.2. ESTRUTURA DA Prp€

Ha pelo menos duas décadas os genes que codificam a proteina
prion celular no homem, hamster, camundongo, rato, cabra e galinha foram
sequenciados (BASLER et al. 1986; KRETZSCHMAR et al. 1986; LOCHT et
al. 1986; WESTAWAY e PRUSINER 1986; LIAO et al. 1987; HARRIS et al.
1991), sendo o gene de PrP® humano demominado de PRNP e o de
camundongo Prnp. Extremamente conservado entre as espécies, todos
codificam proteinas de aproximadamente 250 aminoacidos, e 27kDa com
um peptideo sinalizador de 22 aminoacidos na extremidade amino-terminal e
um peptideo hidrofébico de 23 aminoacidos na porgéo carboxi-terminal.

PrP° ¢ sintetizado no reticulo endoplasmatico rugoso, encaminhado
para o Golgi e transportado até a superficie celular (revisado por HARRIS
1999). Apds a clivagem dos 22 aminoacidos (aa) do peptideo sinal, a maior
parte da PrP® de mamiferos é exportada para a superficie celular como uma
proteina de 208-209 aa N-glicosilada e ancorada a GPI (glicosil-

fosfatidilinositol) (STAHL et al. 1987).
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Na membrana plasmatica, PrP® encontra-se em microdominios ricos
em colesterol, denominados de rafts (KESHET et al. 2000), mas a PrP® pode
também ser encontrada em outras organelas celulares como no complexo
de Golgi e em endossomos de reciclagem (LEE et al. 2001), ou no
compartimento citoplasmatico, uma vez que esta sofre ubiquitinacdo e
degradacao pelo sistema de proteassoma (MA e LINDQUIST 2001).

A estrutura tridimensional de PrP® em mamiferos foi determinada por
ressonancia nuclear magnética em pH acido (RIEK et al. 1996, 1997;
LOPEZ-GARCIA et al. 2000; ZAHN et al. 2000; HORNEMANN et al. 2004;
CALZOLAI et al. 2005; LYSEK et al. 2005). Os resultados obtidos mostraram
que PrP® contém uma porgdo N-terminal flexivel com uma sequéncia de
cerca de 100 aa em random coil, e uma porgéao C-terminal globular de outros
100 aa. A porgao globular da PrP® esta estruturada em trés a-hélices (que
compreedem os aa 144 ao 154, 173 ao 194 e 200 ao 228), intercaladas por
duas folhas B pregueadas nos residuos 128 ao 131 e 161 ao 164 (revisado
em LINDEN et al. 2008). PrP° sofre ainda outras modificacdes pos-
traducionais como adicdo de oligossacarideos N-ligados em regides
consenso e formacdo de uma ponte de dissulfeto intramolecular entre os
residuos de cisteina 179 e 214 (CAUGHEY et al. 1989; RUDD et al. 2002).

(Figura 2).
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Além disso, o dominio N-terminal de PrP® (dos aa 59 ao 91) contém 4
ou 5 repeticdes de oito residuos de aa (PHGGGWGQ) que se lligam ao Cu*?

(HORNSHAW et al. 1995a e b; BROWN et al. 1997b).

Dominio de ligagdo a cu®

Ememix‘ \A /.‘-ié

C-terminal
Extremidade
Ancora de GPI N-terminal

Legenda: A porcao N-terminal (residuos 23-124) aparece como random coil (em amarelo) e
a ancora de GPI em cinza. Estrutura secundaria: hélice A (cA; residuos 144-154; vermelho),
hélice B (a.B; residuos 173-194; verde), hélice C (aC; residuos 200-228; azul claro), folhas-p
B1 (residuos 128-131; vermelho) e B2 (residuos 161-164; vermelho escuro). Cadeias
laterais de histidina envolvidas com a ligacdo de cobre sdo mostradas em verde. Residuos
de lisina e arginina representados como palitos em azul.

Fonte: Adaptado de BENNION e DAGGETT (2002).

Figura 2 - Estrutura de PrP® baseada em NMR (ressonancia magnética

nuclear) modelados com oligossacarideos (representacédo compacta).

1.3 FUNCOES CELULARES DA Prp°

Dentre as varias fungbes ja demonstradas de PrP° estdo a sua
participacdo em adesao, diferenciagao e sinalizagao celulares (revisado por

MARTINS et al. 2002). Alguns estudos sugerem que as doencas pridnicas
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sdo causadas por ganho de funcdo da proteina prion celular que se torna
neurotoxica ao se transformar na forma infecciosa. Entretanto, € possivel
que a patogénese destas doengas possa também estar relacionada a perda
de fungdo de PrP® (SAMAIA e BRENTANI 1998; MARTINS et al. 2002;
HETZ et al. 2003; SOTO e CASTILLA 2004). Sendo assim, tornou-se
essencial o entendimento das funcdes de PrP° e sua relevancia bioldgica.

Nosso grupo demonstrou que Prp° pode se ligar a trés proteinas:
proteina 1 de estresse (STI1, do inglés stress inducible protein 1),
Vitronectina (VN) e Laminina (LN). A ligacdo entre PrP€ e STI1 é especifica
e de alta afinidade no sitio que compreende os aminoacidos 113-128 da
molécula de PrP® e nos residuos 230-245 de STI1. A interagdo entre as
duas proteinas desencadeia sinais de sobrevivéncia celular dependentes da
via de PKA em neurénios retinianos (ZANATA et al. 2002; CHIARINI et al.
2002) e promove crescimento neuritico, além de proteger neurbnios
hipocampais da morte celular induzida por estaurosporina (LOPES et al.
2005). Recentemente, nosso grupo demostrou que a intersecao PrPC-STI1
promove formacao e consolidagdo de memodria em ratos (COITINHO et al.
2007).

A interacdo da PrP® com vitronectina ocorre através de uma ligagao
de alta afinidade entre os residuos 105 a 119 da molécula de PrP° e os
residuos 309-322 na molécula de vitronectina. Esta interacdo promove
crescimento axonal de ganglios da raiz dorsal (HAJJ et al. 2007).

A ligacao de PP® & laminina induz adesdo neuronal, extensdo e

manutencgado neuritica. Seu sitio de ligagao estd em um peptideo carboxi-
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terminal da cadeia gama-1 da laminina (LN-y1), que € muito conservado em
todos os tipos de laminina (GRANER et al. 2000), o que indica que a
interacdo laminina-PrP® pode ser relevante em outros tecidos além do
cérebro. Ja foi demonstrado que a interacdo entre laminina e PrP® no
hipocampo auxilia na consolidagdo da memoria via PKA (proteina quinase A)
e ERK1/2 (proteina quinase reguladora de sinal extracelular 1 e 2)
(COITINHO et al. 2006).

A regido N-terminal da PrP® contém uma regido de octapeptideos
repetidos, que esta envolvida na ligagdo de ions de metais divalentes,
particularmente o cobre. Foi sugerido que a PrP® estaria envolvida com o
transporte do cobre e seu metabolismo em mecanismos de defesa neuronal
contra o estresse oxidativo. Este mecanismo protetor poderia envolver a
regulagdo da atividade intracelular da enzima CuZn superéxido dismutase
(Cu/Zn SOD) ou através de uma atividade SOD-like da PrP® (revisado em
BROWN 2001). A expressdo de PrP® em murinos aumenta varias vezes a
atividade de enzimas antioxidantes e os niveis de glutationa. Sendo assim, a
PrP® pode ser um sensor de estresse sensivel ao cobre e capaz de iniciar,
apos ligacédo a este metal, um processo de transducgao de sinal intracelular
nos sistemas anti-oxidantes para melhorar as defesas celulares (RACHIDI et
al. 2003) e pode ainda participar na modulacdo da ativacdo de
plasminogénio tecidual de maneira dependente de ions cobre (ELLIS et al.
2002).

Como a PrP® é reciclada da membrana para o compartimento

intracelular e este evento € induzido pela ligacdo ao cobre, € também
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possivel que os mecanismos de internalizagao deste metal permitam a troca
de sinais celulares (revisado em MARTINS e BRENTANI 2002).

Animais que tiveram o gene que codifica PrP® removido, possuem 20
vezes menos cobre no cérebro que animais normais, indicando que a
associagao é fisiolégica (BROWN et al. 1997b). Além disso, células de
cerebelo de animais que nao expressam PrP® sdo mais sensiveis a radicais
livres que células normais (BROWN et al. 1997a). Uma vez que a ligacéo a
cobre é importante para a atividade catalitica de muitas enzimas envolvidas
com o estresse oxidativo, incluindo a superéxido dismutase (BROWN et al.
1999), foi sugerido que PrP® possa atuar como um depdsito de ions cobre
destinado a ligagdo a enzimas que previnem o estresse oxidativo (BROWN

et al. 1997c; BROWN et al. 1999).

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo em organismos vivos ocorre quando ha um
desbalango entre a producéo de radicais livres e as defesas anti-oxidantes
da célula, o que provoca dano tecidual através da modificacdo de
biomoléculas essenciais (HALLIWELL e GUTTERIDGE 1999). Algumas
evidéncias sugerem que O estresse oxidativo exerce uma funcdo na
disfungéo cardiaca e endotelial sob uma variedade de condigbes patologicas
e fisioldgicas, tais como isquemia/ reperfusdo, aterosclerose, hipertrofias e
falhas cardiacas, hipertensao, falhas renais, cardiomiopatias induzidas por

catecolamina, por antraciclicos e diabética e fibrilacdo atrial (HALLIWELL e
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GUTTERIDGE 1999; DHALLA et al. 2000; KORANTZOPOULOS et al.
2003).

A PrP® tem uma expressao particularmente alta no sistema nervoso,
mas sua expressdo pbde ser detectada em varios 6rgaos e tecidos.
Particularmente, sua expressao em culturas de mioblastos e midcitos de
camundongos sugere que Prp° possa ter um papel fisiolégico em musculo
cardiaco, pois quando os miotubos se diferenciam a partir de mioblastos, a
expressao da proteina prion celular € aumentada assim como a regulagao
da enzima Cu/Zn superoxido-dismutase (SOD-1) (BROWN et al. 1998).
Células musculares derivadas de camundongos deficientes em PrP® tém um
pequeno aumento na quantidade de SOD-1 apdés a diferenciacdo dos
mioblastos em miotubos quando comparados aos animais do tipo selvagem.
Além disso, mioblastos de animais normais s&o mais resistentes a um
peptideo da proteina prion (PrP106—-126), que agrega e compete pelo sitio
de ligacédo a STI-1, do que as mesmas células de animais “nocautes” desta
proteina (BROWN et al. 1998). Em tecidos que expressam normalmente
PrP° em concentracbes de moderada a alta, a retirada da proteina prion
celular resultou em diminuicdo no numero de mitocondrias, além destas
apresentarem uma morfologia anormal e atividade elevada de enzima
antioxidante mitocondrial superdxido dismutase dependente de manganés
(Mn/SOD) (MIELE et al. 2002).

Como muitas enzimas anti-oxidantes dependem do cobre como, por
exemplo, a Cu/Zn SOD, suas fungdes podem ser afetadas pelas doencgas

por prions. KLAMT et al (2001) demonstraram que, na auséncia de PrP°, ha
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um aumento na peroxidagao de lipidios e proteinas em diversas estruturas
periféricas, como nos musculos quadriceps e paravertebral, em érgédos como
o figado e o coracdo e em diferentes regides do SNC (cértex parietal e
entorinal, cerebelo e hipocampo), sugerindo que uma das fungdes
fisiologicas de PrP° esteja relacionada a defesas celulares anti-oxidantes

(KLAMT et al. 2001).

1.5 CANCER E DOXORRUBICINA

A historia da doxorrubicina pode ser rastreada até a década de 1950,
quando uma empresa de investigacdo italiana, Farmitalia Research
Laboratories, comegou a organizar um esforgo para encontrar compostos
anticancerigenos a base de microrganismos do solo. Uma nova cepa de
Streptomyces peucetius que produzia um pigmento vermelho brilhante foi
isolada e um antibiético foi produzido a partir desta bactéria, pois tinha uma
boa atividade contra tumores murinos. Na mesma época, pesquisadores
franceses também descobriram os mesmos compostos, e as duas equipes
nomearam o composto de Daunorubicina (Figura 3), combinando o nome
Daunii, uma tribo pré-romana que ocupou a area da ltalia onde o composto
foi isolado, com a palavra francesa para rubi, rubis, descrevendo a cor
vermelha (revisado em WEISS 1992).

Os ensaios clinicos comegaram na década de 1960, ja que a droga

obteve sucesso no tratamento de leucemias agudas e linfomas. No entanto,
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em 1967, foi reconhecido que a daunorubicina poderia produzir toxicidade
cardiaca fatal (TAN et al. 1967).

Pesquisadores logo descobriram que mudangas na atividade
bioldgica poderiam ser feitas através de pequenas alteragdes na estrutura do
composto. A cepa de Streptomyces foi mutada usando N-nitroso-N-metil
uretano e esta nova cepa produziu um antibiético diferente, de cor vermelha
que apenas difere do anterior pela presenga de um grupo hidroxil (Figura 3).
Eles nomearam este novo composto de Adriamicina (em homenagem ao
Mar Adriatico), e o nome foi alterado posteriormente para doxorrubicina
conforme o estabelecido pela nomenclatura (ARCAMONE et al. 1969). A
doxorrubicina mostrou melhor atividade do que a daunorubicina contra
tumores murinos, especialmente tumores sélidos. Ela também demonstrou
um indice terapéutico relativamente melhor, mas a cardiotoxicidade

permaneceu (DI MARCO et al. 1969).
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CH,
H Ho Mz
WH,
Doxorrubicina Daunorrubicina

Legenda: A Doxorrubicina consiste de um nucleo de naftacenequinona ligado através de
uma ligagéo glicosidica no atomo 7 do anel tetraciclico, @ um agucar amino, a daunosamina.
O anel antraciclico ¢ lipofilico, mas a porgao saturada do anel contém muitos grupos hidroxil
adjacentes ao agucar amino, produzindo um centro hidrofilico. A molécula é anfotérica,
contendo fungbes acidas nos anéis fendlicos e fungdes basicas no grupamento amino. Ela
se liga tanto a membranas celulares quanto a proteinas plasmaticas. A Doxorrubicina € um

analogo 14 vezes hidroxilado da Daunorrubicina, seu precursor.
Figura 3 - Formula estrutural da Doxorrubicina (C27H29NO11) (PM= 543.52) e

da Daunorrubicina (C2;H29NO10)(PM=527,52)

O mecanismo exato de acdo da doxorrubicina € complexo e ainda
pouco claro, porém ela pode ter atividade de intercalante de DNA (FORNARI
et al. 1994) e inibicdo da biossintese macromolecular (MOMPARLER et al.
1976), inibindo a enzima topoisomerase Il, que desenrola o DNA para
replicacdo. A Doxorrubicina estabiliza o complexo topoisomerase Il apds
este ter quebrado a cadeia de replicacdo do DNA, impedindo que a dupla
hélice de DNA seja liberada e o processo de replicagéo pare.

A Doxorrubicina € um quimioterapico comumente usado para tratar

tanto tumores sodlidos quanto tumores hematopoiéticos. Seu uso € limitado
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devido a seu maior efeito colateral: a cardiotoxicidade (SINGAL e ILISKOVIC
1998), que ndo tem sido eficientemente prevenida com drogas
cardioprotetoras (GHARIB e BURNETT 2002). Efeitos colaterais agudos da
doxorrubicina podem incluir nauseas, vOmitos e arritmias cardiacas. Ela
também pode causar neutropenia, bem como a completa alopecia. Quando
a dose cumulativa de doxorrubicina chega a 550mg/m? os riscos de
desenvolvimento de efeitos secundarios cardiacos, incluindo insuficiéncia
cardiaca congestiva, cardiomiopatia dilatada e morte, aumentam
drasticamente (revisado em WEISS 1992).

A cardiotoxicidade causada pela Doxorrubicina € dose-dependente,
com declinio na fosforilacdo oxidativa mitocondrial. Espécies reativas de
oxigénio, gerados pela interagcdo de doxorrubicina com ferro, podem
danificar os midcitos, causando perda miofibrilar e vacuolizacio
citoplasmatica.

O mecanismo pelo qual a doxorrubicina e seus metabdlitos causam a
cardiomiopatia crénica ainda nao é totalmente compreendida. Hipdteses de
como ocorre a cardiotoxicidade incluem mudancas na homeostase de calcio,
geragado de radicais livres de oxigénio, disfungdo mitocondrial e danos a
membranas celulares (MORDENTE et al. 2001).

Varias alternativas foram propostas para evitar a cardiotoxicidade da
doxorrubicina, tais como formulacbes especiais ou infusdes,
desenvolvimento de analogos e o uso de cardioprotetores (revisado por

ROBERT 2007).
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Uma redugéao progressiva da fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo
ocorre em cerca de 10% dos pacientes tratados com doxorrubicina quando
recebem uma dose cumulativa maior que 550 mg/m? de &rea corpérea.
Pediatras estdo especialmente cientes da possibilidade de ocorrerem falhas
cardiacas varios anos apos a cura de leucemias e tumores solidos em
criancas (STEINHERZ et al. 1992; LEANDRO et al. 1994).

Animais tratados intravenosamente com doxorrubicina, tanto com
uma unica dose de 10 mg/kg quanto com uma dose cumulativa de até 30
mg/kg, em trés inje¢cdes, apresentaram degeneragdes no tecido cardiaco
quando observados por microscopia otica e eletrénica (DELL’AQUA et al.
1999).

Vérias estratégias para redugao da cardiotoxicidade dos antraciclicos
ja foram propostas e um numero de potenciais cardioprotetores ja foram
citados para serem desenvolvidos, tais como N-acetilcisteina (VILLANI et al.
1990), a-tocoferol (JULICHER et al. 1986), dexrazoxane (HERMAN e
FERRANS 1986) e, mais recentemente, varios flavondides (VAN ACKER et
al. 2001). Existem estudos com drogas encapsuladas com lipossoma
reduzindo a toxicidade cardiaca dos antraciclicos através da redugao do
acumulo da droga no miocardio (SAFRA et al. 2000; revisado em EWER et
al. 2004).

Além do estresse oxidativo, o uso da doxorrubicina & também
responsavel pela desregulagdo do o6xido nitrico, que leva a produgédo de
peroxinitrito, um oxidante altamente reativo responsavel por varias formas de

injurias cardiacas. Camundongos que receberam uma unica injecdo de
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doxorrubicina (25mg/kg IP), apés 5 dias, tinham sua performance ventricular
esquerda significativamente diminuida, e era verificada alta taxa de
mortalidade (PACHER et al. 2003)

Estudos preliminares demonstraram que a doxorrubicina inibe a
sintese do DNA e do RNA levando a uma atividade anti-oxidante diminuida
resultante da expressao inibida do gene da metalotioneina. Apés tratamento
com uma dose unica de doxorrubicina (15mg/kg IP), tanto as concentragdes
do mRNA quanto da proteina metalotioneina aumentaram no coragao, o que
sugere que ha uma up-regulation da expressao deste gene cuja proteina tem
acgao antioxidante em resposta a doxorrubicina (YIN et al. 1998).

Observagdes preliminares de que a doxorrubicina interagia com o
citocromo c oxidase (COX) mitocondrial e suprimia sua atividade enzimatica
levaram a investigacdo da acado desta droga nas fungdes cardiacas e na
morfologia mitocondrial em miécitos de camundongos Balb-c tratados intra-
peritonealmente com doxorrubicina por varias semanas (PAPADOPOULOU
et al. 1999). Foi observado que o tratamento dos camundongos com
doxorrubicina causou arritmias cardiovasculares caracterizadas por
bradicardia, extensao do tempo de despolarizagao ventricular (tQRS), e falha
no QRS em altas concentragbes da droga (10-14mg/kg, em doses
cumulativas). As mitocéndrias de células cardiacas sofreram retragao, fusao,
dissolucado e/ou ruptura de sua crista apds varias semanas de tratamento.
Tais anormalidades ndo foram observadas nas mitocondrias do figado. Entre
os trés genes de COX examinados, apenas a expressao do COXII foi

suprimida pelo tratamento com a doxorrubicina, principalmente apds 8
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semanas tanto no coracdo quanto no figado. Os efeitos deteriorantes da
doxorrubicina nas fungdes cardiovasculares envolvem incapacidade
estrutural e funcional da mitocéndria (PAPADOPQOULOU et al. 1999).

Camundongos heterozigotos para a enzima carbonil redutase 1
(CBR1) cardiaca, que cataliza a redugao da doxorrubicina a doxorrubicinol, o
metabdlito téxico envolvido na toxicidade cardiaca crénica (LICATA et al.
2000) sao protegidos dos efeitos cardiotoxicos da doxorrubicina apds serem
tratados com 20 mg/kg intraperitonealmente quando comparados a animais
tipo selvagem (OLSON et al. 2003), o que demonstra que baixos niveis
dessa enzima poderiam levar a uma diminuicdo na cardiotoxicidade causada
pela doxorrubicina.

Portanto, o tratamento com doxorrubicina parece ter como maior
efeito colateral a lesdo cardiaca por radicais livres. Isto pode significar uma
séria consequéncia em um numero cada vez maior de pacientes tratados e
curados de cancer.

E sabido que a resposta cardiotdxica & doxorrubicina em pacientes
com cancer € variavel e depende de cada individuo (SINGAL e ILISKOVIC
1998; JENSEN et al. 2002). Além disso, varios relatos da literatura mostram
que polimorfismos de determinados genes podem estar envolvidos na
susceptibilidade individual as drogas (revisado em SAKAEDA et al. 2002;
SHI 2002), como no caso de um aumento na atividade transcripcional do

gene de multi-resisténcia a drogas (MDR-1).
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1.6 PrP®, DOXORRUBICINA E PROTECAO CONTRA ESTRESSE

OXIDATIVO

O gene PRNP, que codifica a proteina PrP® humana esta localizado
no brago curto do cromossomo 20 e € composto por 2 exons, sendo que a
fase aberta de leitura (open reading frame, ORF) esta contida no segundo
exon, que & composto por 737 pares de base. O PRNP apresenta varios
polimorfismos que, em alguns casos, podem determinar a susceptibilidade a
infeccao por prions (MEAD et al. 2003).

Existem na literatura 55 mutagdes no gene PRNP associadas a
doencgas pridnicas genéticas: sendo 27 mutacgdes por insergao, 24 mutagdes
missenses (traducdo da proteina com troca de aminoacidos), 2 mutacdes
por deplecado, 2 mutagdes nonsense (tradugao de proteina truncada) e 16
polimorfismos identificados em humanos. Destes polimorfismos, 12 sao
silenciosos (n&o resultam em modificagdo do aminoacido) e quatro levam a
modificagdo do aminoacido (PARCHI et al. 1996; PRUSINER 1997;
JACKSON e COLLINGE 2001).

Recentemente uma mutagdo autossdbmica dominante no cdédon
H187R foi descrita em uma familia com desordens neuropsiquiatricas e
posterior deméncia (HALL et al. 2005). Além disso, sabemos que uma
mutacdo no codon 178 do gene de PrP® (PRNP) esta ligada tanto a Insénia
Familiar Fatal (IFF), como ao GSS, mas quem determina o tipo de doencga
acompanhada por essa mutagao € um polimorfismo presente no cédon 129

(GOLDFARB et al. 1992). Esse mesmo polimorfismo no cdédon 129 tem
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papel na expressao fenotipica de outras doencgas por prions, sejam elas
esporadicas, genéticas ou iatrogénicas (GOLDFARB et al. 1992;
MONTAGNA et al. 1998; ALPEROVITCH et al. 1999; WILL et al. 2000).

O polimorfismo no codon 129 de PRNP esta presente em
heterozigose (Met/Val) em cerca de 49% dos individuos caucasianos, em
homozigose para metionina (M129M) em 43%, e 8% em homozigoze para
Valina (V129V). Na populagdo japonesa e chinesa a distribuicdo é bem
diferente, sendo que os japoneses apresentam apenas 8% dos individuos
com genotipo M129V, 92% M129M e 0% V129V; e os chineses 97%
M129M, 3% M129V e 0% V129V (DOH-URA et al. 1991; TSAI et al. 2001;
WALZ et al. 2003)).

Portanto, o cédon 129 parece ter um papel importante na estrutura da
molécula de PrP® e estudos mostram uma maior propensao a formacdo de
folha B-pregueada quando metionina esta nesta posicao (PETCHANIKOW et
al. 2001). A presenca de metionina neste cédon esta associada a maior
susceptibilidade a doencas por prion esporadicas bem como a nova variante
de CJD (WADSWORTH et al. 2004). Sendo assim, pode-se admitir que a
presenca de um ou outro aminoacido neste codon possa interferir ndo so6
com a patologia das doengas de prion, mas também com a funcéo fisioldgica
de PrP°.

Variantes aléticas do cdédon 129 ja foram associadas com melhor
desempenho cognitivo em pacientes idosos, em individuos com sindrome de
Down, com doencga de Alzheimer (RUJESCU et al. 2003; DEL BO et al. 2003

e 2006; GACIA et al. 2006).
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Além disso, este polimorfismo pode influenciar o aparecimento de
sintomas neuroldgicos e hepaticos na Doenga de Wilson (GRUBENBECHER
et al. 2006). Uma melhor memodria de longa duracéo foi ainda associada com
o alelo 129 metionina em adultos jovens normais (PAPASSOTIROPOULOS
et al. 2005).

Interessantemente, um outro polimorfismo esta caracterizado na
regido de octapeptideos repetidos, que é justamente o dominio da proteina
relacionado a protecdo contra estresse oxidativo. Cerca de 90% da
populacdo humana apresenta 5 octapeptideos repetidos e 10% 4
octapeptideos repetidos (PERRY et al. 1995). Esta regido da PrP° se liga a
jons cobre e confere & PrP® sua caracteristica de semelhanca a enzima
SODCu/Zn, que é responsavel pela protecao contra o estresse oxidativo. No
entanto, a presenca de trés ou mais que 7 octapeptideos repetidos esta
associada a doengas por prion (GOLDFARB et al. 1993).

Entretanto, ndo ha na literatura descricdo deste ou de outro
polimorfismo de PrP° estar relacionado a maior ou menor protecdo contra
estresse oxidativo, principalmente em condi¢cbes nao fisioldgicas.

Desta forma, este trabalho tem como objetivo determinar o papel de
PrP® na protecdo contra o estresse oxidativo desencadeado pelo uso de
doxorrubicina em pacientes oncolégicos que foram tratados com

doxorrubicina, em culturas de células cardiacas e em modelos animais.
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2 OBJETIVOS

v Determinar a freqiiéncia das variantes alélicas relacionadas a delecao
de uma regiao de octapeptideos repetidos (4 ou 5 repeticdes) e do
cédon 129 (M129M, M129V e V129V) de PRNP em pacientes
tratados com o quimioterapico doxorrubicina e correlacionar esses
dados com o grau de lesao cardiaca tardia presente neste individuos.

v Avaliar o papel das diferentes variantes alélicas relacionadas a
delecao de uma regiao de octapeptideos repetidos (4 ou 5 repeti¢cdes)
e do coédon 129 (M129M, M129V e V129V) de PRNP na protecao
contra o estresse oxidativo induzido por doxorrubicina em cultura
primaria e em linhagem celular de cardiomiocitos.

v Avaliar o papel da PrP® na sensibilidade aos efeitos tdxicos da
doxorrubicina usando modelos animais de camundongos “nocaute” e
que tém expressdo aumentada da proteina PrP® e compara-los com
seus respectivos controles tipo selvagem.

4 Correlacionar a toxicidade causada pela doxorrubicina através da
expressao de enzimas relacionadas com o estresse oxidativo com a
expressdo de PrP®, usando modelos animais de camundongos
“nocaute” e que t~em expressdo aumentada da proteina PrPC e

compara-los com seus respectivos controles tipo selvagem.
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3 CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

PARTE | — PACIENTES

3..1 Pacientes

No presente trabalho foram estudados pacientes do Hospital A. C.
Camargo, curados de algum tipo de cancer e que receberam tratamento com
doxorrubicina. Estes pacientes estavam fora de tratamento quimioterapico
ha pelo menos trés anos e nao receberam qualquer tipo de tratamento
radioterapico mediastinal ou toracico, ja que a radiagdo sabidamente pode
causar alteragdes cardiacas. Eles fazem parte do Grupo de Estudos
Pediatricos dos Efeitos Tardios da Terapia Oncologica (GEPETTO), do
Departamento de Pediatria, e estdo em constante avaliagcdo ambulatorial. O
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (nimero 527/03).

Um termo de consentimento pés-informado foi preenchido e assinado
pelos pacientes quando da coleta do sangue periférico. Estes concordaram
no uso de seu DNA para este estudo. No presente estudo foram avaliados
um total de 162 pacientes.

Paralelamente, foi feito o levantamento de prontuario dos pacientes
pelos alunos de Iniciagdo Cientifica do programa PIBIC/CNPq Hernani O.
Marinho Neto e Marcell Cairdo Cominato sob supervisdo do médico
residente Dr. Luiz Sakamoto. O médico cardiologista Dr. Julio Santin avaliou

por ecocardiografia a fungdo cardiaca destes pacientes.
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3.1.2 Exame Ecocardiografico

Todos os registros ecocardiograficos e a analise dos dados foram
realizadas por um unico examinador (Dr. Julio Santin), no setor de Imagem
do Hospital A.C. Camargo.

O aparelho utilizado para a realizagédo dos exames ecocardiograficos
foi o modelo Logic 500 da marca GE. Utilizou-se um transdutor
multifrequencial eletrbnico de 2,5 a 3,75 mHz. Os pacientes foram
monitorizados com eletrocardiograma durante o registro ecocardiografico.
Os exames foram realizados com os pacientes em decubito lateral esquerdo,
sendo obtidas imagens nos cortes paraesternal longitudinal e transverso e
apicais com quatro e duas camaras. As medidas do modo-M e do modo
bidimensional foram obtidas segundo as recomendag¢des da Sociedade
Americana de Ecocardiografia (SAHN et al. 1978; TAJIK et al. 1978). Todos
os exames foram gravados em fita de video (VHS) para posterior analise do
observador. Os dados foram coletados e registrados em um banco de dados
(SPSS versao 13.0).

Foram considerados individuos com alteragdo na Fragdo de Ejecao
Ventricular Esquerda (FEVE) aqueles que apresentaram FEVE menor ou
igual a 55%, e foram considerados com FEVE ndo alterada aqueles que
apresentaram FEVE maior que 55% (Santin 2007).

Todas as medidas e calculos foram realizadas utilizando-se sistema

de video e “software” cardioldgico do aparelho HDI-5000.
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3.1.3 Purificagdo de DNA de Leucocitos

DNA total foi purificado usando o kit “Wizard Genomics DNA
Purifcation Kit” (PROMEGA) a partir de leucécitos obtidos de 5mL de sangue
periférico.

Seguindo o protocolo do fabricante, as amostras de sangue foram
homogeneizadas por 15 minutos a temperatura ambiente. A 3mL de sangue
foram adicionados 9mL de solugéo de lise e o volume total agitado por 10
minutos a temperatura ambiente. A seguir o material foi centrifugado por 10
minutos a 1700 x g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
homogeneizado vigorosamente. A seguir foram adicionados 3mL de solugéo
contendo Tris [hidroximetilaminoetano], EDTA (acido etilenodiamino tetra-
acético) e SDS (dodecil sulfato de sédio) para promover a lise nuclear.
Foram entdo adicionados 30uL de RNAse (4mg/mL), com posterior
incubacdo a 37° C por 30 minutos. A amostra foi rapidamente resfriada a
4°C e 2mL de solugdo de precipitagdo de proteinas (contendo SDS) foi
adicionada e misturada que foi entdo agitada vigorosamente. O material foi
centrifugado (1700 x g) por 10 minutos e o sobrenadante transferido para um
tubo contendo 3mL de isopropanol, sendo entdo misturado lentamente até
que o DNA precipitasse. Uma nova centrifugacao (1700 x g) foi realizada
durante 10 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado entédo
lavado com 3mL de etanol 70%, seguido de outra centrifugacéo (1700 x Q)
por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o DNA purificado foi seco

por 30 minutos a temperatura ambiente e ressuspenso em 100uL de Liquido
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de Hidratagao (Tris/EDTA), seguido de uma incubacdo a 65° C, para a
completa solubilizacao.

A quantificacdo do DNA foi feita pela dosagem de sua absorbancia a
partir da leitura da amostra no comprimento de onda de 260nm em um
espectrofotdbmetro. A pureza do DNA representada pela relacdo da leitura
260/280nm foi sempre superior a 1,8. Para verificagdo da qualidade da
amostra, o DNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose. Cada
amostra foi catalogada e armazenada a -20°C para posterior

sequenciamento.

3.1.4 Sequenciamento do gene PRNP

a) Amplificacdo de PRNP

Como o tamanho da regido codificadora de PRNP (ORF ou fase
aberta de leitura) € grande para que se consiga seqiéncia-la numa unica
reacao, esta foi divida em dois fragmentos sobrepostos e foram desenhados

primers (iniciadores) a partir da sequéncia AY008282, depositada no

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov): Fragmentol, sensel 5ATG CTG
GTTCTC TTT GTG3' e antisensel: 5AAC GGT CCT CAT AGT CAC TGC3',
que correspondem a 423 pb, e tem inicio no nucleotideo 65 e término no
488, e Fragmento2, sense2 5TCA TGG TGG TGG CTG GGG TCA3' e
antisense2: 5CGC CTC CCT CAA GCT GGA AAA3Z’, contendo 404 pb, com
inicio no nucleotideo 455 e término no 858.

Utilizamos o software Premier Primer®, disponivel na internet

(http://www.premierbiosoft.com) para analisar a sequéncia dos iniciadores na
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tentativa de prevenir possiveis formacdes de "hairpins" e dimeros. Esses
iniciadores foram sintetizados pela Invitrogen do Brasil (Sdo Paulo, Brasil).

As amostras foram amplificadas por PCR, utilizando-se o Kit de
amplificacdo Tag DNA polimerase (Promega, WI, USA). As reagdes foram
feitas em um volume de 20uL contendo 50vg de DNA gendmico (diluido em
agua Dnase/Rnase Free, Invitrogen), 20mM Tris HCI pH 8,0; 50mM KCI;
25mM MgCly; 500uM dNTP (Life Technologies, Gibco BRL); 0,5uM de
iniciadores (sense e antisense) e 1U de Tag DNA polimerase.

Para o Fragmento1, as condi¢cbes de ciclagem foram 95°C por 5 min,
seguido de 35 ciclos de 95°C por 1 min seg, 64°C por 1 min e 72°C por 1
min, seguidos de uma extensao final de 72°C por 10 min.

Para o Fragmento2, As condi¢des de ciclagem foram 95°C por 5 min,
seguido de 35 ciclos de 95°C por 1 min seg, 66°C por 1 min e 72°C por 1
min, seguidos de uma extensao final de 72°C por 10 min.

Os produtos de PCR amplificados foram separados por eletroforese
em gel de agarose 0,8%, diluidos na propor¢cédo 1:5 em TBE (TRIS Borato
EDTA). Apds a corrida, o gel foi incubado por 40 minutos com Sybr Gold®
(Invitrogen - cat S11494) e os produtos amplificados foram visualizados em
Luz UV.

Os produtos destas amplificacdes foram entdo utilizados nas reagdes

de sequenciamento.

Cinthia G C Couto Casuistica, Material e Métodos



26

b) Sequenciamento de PRNP

Apds ter o DNA amplificado (item 1.3.1) utilizamos o kit DYEnamic ET
Terminator® (Amersham Pharmacia Biotech, Inc, USA) para a reagdo de
sequenciamento. As reacgdes foram realizadas segundo as especifica¢des do
fabricante, em um volume final de 10uL contendo 0,2pmoles de DNA
genbmico e 0,5pmoles de iniciador, adicionados a mistura reagente
contendo os dNTPs fluorescentes. A amplificacado foi feita em termociclador
DNA Thermal Cycler PTC-100 (MJ Research, Inc), utilizando-se um
programa com uma denaturagao inicial de 1 minuto a 94°C, 1 minuto e 15
segundos a 60° C e 20 segundos a 94° C por 25 ciclos. Nestas reacgoes
foram usados iniciadores sintetizados pela Life Technologies do Brasil (S.P.,
Brasil). Para o fragmento 1 da sequéncia aberta de leitura de PRNP foi
utilizado o iniciador F1seq — 5 CTG GTT CTC TTT GTG GCC 3’ ou R1seq —
5 AAC GGT CCT CAT AGT CAC TGC 3'. Para o fragmento 2 da sequéncia
aberta de leitura de PRNP foi utilizado o iniciador: F2 seq — 5TGG TGG
TGG CTG GGG TCA AGG 3’ e R2 seq— 5 CTC CCT CAA GCT GGA AAA
AGA 3.

Apoés esta reacado de ciclagem, foi adicionado 1uL de AcNa/EDTA
(1,5M) e 40uL de etanol 95% e o material permaneceu por 15 min no escuro
a 4° C. Este foi a seguir submetido a centrifugagao a 10.600 x g por 15 min a
4°C. O sobrenadante foi aspirado e o precipitado lavado com 250uL de
etanol 70%, seguido de centrifugacao por 10.600 x g por 5 min a 4° C. O
sobrenadante foi aspirado e o precipitado seco a 55°C no escuro. As

amostras foram aplicadas em gel e a leitura da sequéncia foi feita no
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sequenciador ABI 3100 Genetic Analyzer da Applied Biosystems (New

Jersey, USA).

3.1.5 Cromatografia Liqguida de Fase Reversa Denaturante (DHPLC)

DNAs extraidos de leucécitos de sangue periférico de pacientes (item
[.2) foram amplificados por PCR, utilizando-se o Kit de amplificagcao
AmpliTag Gold® (Applied Biosystems, USA) com um volume final de 50uL
contendo 100ug de DNA gendmico (diluido em agua Dnase/Rnase Free,
Invitrogen), 4mM Tris HCI pH 8.3; 20mM KCI; 1,5mM MgCl,; 20uM dNTPs
(Amersham Pharmacia); 0,5uM de iniciadores (sensel e antisensel) e 5U
de AmpliTaq Gold®.

Para o Fragmento 1 (ver 1.3.b) as condi¢des de ciclagem foram 95°C
por 10 min, seguido de 10 ciclos de 95°C por 1 min, 63° C por 1 mine 72° C
por 1 min, 10 ciclos de 95°C por 1 min 61° C por 1 min e 72° C por 1 min, 10
ciclos de 95°C por 1 min, 59° C por 1 min e 72° C por 1 min, seguidos de
uma extensao final de 72°C por 10 min.

Para o Fragmento 2 (ver 1.3.b) as condi¢des de ciclagem foram 95°C
por 10 min, seguido de 10 ciclos de 95°C por 1 min, 62° C por 1 mine 72° C
por 1 min; 10 ciclos de 95°C por 1 min, 60° C por 1 min e 72° C por 1 min; 10
ciclos de 95°C por 1 min 58° C por 1 min e 72° C por 1 min, seguidos de uma
extensao final de 72°C por 10 min.

Apoés a amplificacdo por PCR, os DNAs foram submetidos a
cromatografia de fase reversa denaturante (DHPLC) (Wave-nucleic acid

Fragment Analysis System — Trasgenomic Inc, CA, USA). Os parametros de
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gradiente e fluxo de tampdes (tampao A = TEEA 5% e tampédo B =
acetonitrila a 25%) foram ajustados utilizando-se o software Wavemaker
System Control (Transgenomic Inc, CA, USA).

Os produtos da reagao de PCR foram primeiramente aquecidos a
95°C por 5 minutos, para denaturacao total das fitas duplas de DNA, e
resfriados gradativamente até a temperatura ambiente, para re-naturagao.
Em seguida as amostras foram colocadas no cromatografo, onde
primeiramente foram submetidas a uma temperatura de 50°C, quando se
analisou a qualidade do DNA (denominada "double-stranded sizing — single
fragment"), e depois a temperatura de anelamento, onde foi feita a pesquisa
de mutagdes ou polimorfismos pela formacgao de heteroduplex (HUBER et al.
1995) e que foi calculada pelo software Wavemaker, mostrando-se 6tima
para a resolugao total dos heteroduplex em 65°C para o Fragmento1, e 61°C
ou 63°C para o Fragmento2.

Amostras que revelaram somente um pico de saida do cromatograma
(homoduplex) na analise de polimorfismos, foram submetidas novamente a
analise cromatografica apdés mistura-las em igual concentragdo com DNA
protétipo (com os polimorfismos mais frequentes em homozigozidade) e
denaturacdo da mistura a 95°C por 5 minutos, para formagao de possiveis
heteroduplex. O detalhamento desta técnica foi descrito por nosso grupo

(CASTRO et al. 2004).
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3.1.6 Analise estatistica

As andlises estatisticas do estudo, bem como o calculo das medidas
de dispersao e tendéncia central, foram realizadas utilizando-se o software
SPSS 13.0 (Chicago, IL).

Foram analisados o0s casos que apresentavam as variantes
polimérficas do gene PRNP e sua correlagdo com a presencga de fragao de
ejecao do ventriculo esquerdo (FEVE) alterada ou ndo. A significancia
estatistica das diferengas entre as variaveis categéricas foi avaliada através
do teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher e o respectivo intervalo de

confianga de 95% (IC 95%).

3.1.7 Clonagem dos Polimorfismos no Vetor pEGFP

a) Subclonagem do gene PRNP

A partir de DNAs de pacientes deste estudo, foi iniciada a construgcao
dos clones contendo as diferentes combinag¢des dos polimorfismos na regido
de octapeptideos repetidos e no cédon 129. Essas variantes alélicas foram
utilizadas na transfeccdo celular e posteriormente na avaliagdo de sua
participacdo na maior ou menor susceptibilidade ao tratamento com
doxorrubicina in vitro.

Sendo assim, apés verificarmos os perfis genéticos através da técnica
de DHPLC, procuramos amostras que contivessem o0s seguintes
polimorfismos: quatro ou cinco repeticoes de oito peptideos e/ou o
aminoacido valina e/ou metionina no cédon 129 para iniciarmos 0 processo

de clonagem (Tabela 1).
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Tabela 1 - Construtos produzidos.

Variantes Quantidade de octapeptideos Aminoacido no cédon
alélicas repetidos 129 do gene de PrP°
1 4 Metionina
2 4 Valina
3 5 Metionina
4 5 Valina

Como nao havia nenhum paciente com o polimorfismo 129V com 4
octapeptideos repetidos (129VDel), partimos para a produgao deste perfil
pela técnica de PCR recombinante. Para tanto, desenhamos um iniciador
interno que correspondesse ao cddon para o aminoacido valina na posigao
129 do PRNP. Desenhamos também um outro par de iniciadores externos
que hibridam dos nucleotideos 67 a 87 (FWPrP®) e 741 a 762 (RvPrP°) e
contém sitios das enzimas de restricdo EcoRI (extremidade 5 do iniciador
FwPrPc) e BamHI (extremidade 3’ do iniciador RvPrPc), para que a
sequéncia amplificada correspondente aos codons 23 a 254 de PRNP,
depois de digerida com as respectivas enzimas de restricdo, tivesse
extremidades coesivas com as do vetor pEGFP (Tabela 2).

Esses iniciadores foram desenhados a partir da sequéncia AY008282,

depositada no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), e sintetizados pela

Invitrogen do Brasil (Sdo Paulo, Brasil)
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Tabela 2 - Iniciadores sintetizados para a subclonagem do PRNP.

Forward Reverso
129v 5’ggcggctacgtgctgggaagtgec 3° 5’acttcccagcacgtagccgecaag 3’
RvPrPc NA 5’atcttcctgatagtgggatga 3’
FwPrPc 5’aagaagcgcccgaagcectgga 3 NA

NA: ndo se aplica

Partindo de DNAs clonados com quatro octapeptideos repetidos
(129Mdel), procedemos a amplificacdo através de uma reacdo de PCR
recombinante (Figura 4), utilizando o kit da Tag DNA Polimerase (Promega).
No entanto, precisamos fazer essa PCR recombinante em duas partes: cada
uma com um iniciador externo que contém um sitio de enzima de restrigcao.
Sendo assim, uma das reacdes de PCR foi feita com o iniciador forward com
o sitio da enzima de restricdo EcoRI (FwPrPc) e o iniciador reverso interno
modificado codificando para o aminoacido valina no cédon 129 (Rv129V). A
outra reacao de PCR foi feita com o inciador reverso com o sitio da enzima
de restricdio BamHI| (RvPrPc) e o iniciador forward interno modificado
codificando para o aminoacido valina no codon 129 (Fw129V). Dessa forma,
temos duas “metades” de DNA que precisardo ser posteriormente ligadas e
extendidas, ja que os inciadores internos com as modificagdes sitio
especificas se sobrepdem em 7 codons, o que faz com que as fitas por eles

sintetizadas sejam coesivas (Figura 4).
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PCR recombinante

Primer F ext. Ponto para insergéo da nova base

— Primer F int.
|
l
Primer R int. ) —
Primer R ext.
PCR das metades
Primer F ext. N - -
. Primer R int.
| | ) —
| | Primer R ext.
| |
I _ |
Primer F int.
—_—
Reagdo de extensdo
| |
| ' ' |
| |
| |
PCR das metades unidas
Primer F ext. «—

[ I Primer R ext.
| | |

Legenda: Amplificagcao da ORF de PrP°® usada como molde, o produto amplificado e a

ligacdo das metades para se obter uma nova ORF com a modificagdo 129VDel desejada.

Figura 4 - Esquema das etapas de constru¢do da variante alélica 129VDel

utilizando a técnica de PCR Recombinante.

Para que as duas “metades” fossem conectadas, foi feita uma reacao
de extensao do produto de PCR das duas partes, onde 2uL de cada um dos
produtos de PCR foi adicionado a 4mM Tris HCI pH 8.3, 20mM KCI, 1.5mM
MgCl, e 20uM dNTPs e foram aquecidos a temperatura de 95°C por 5
minutos (denaturacdo), 60°C por 1 minuto (hibridizagdo), 68°C por 10
minutos (renaturacdo) para que os fragmentos fossem extendidos.
Posteriormente foram adicionados 0,5uM dos iniciadores RvPrPc e FwPrPc

e a reacao foi submetida a nova ciclagem térmica de 95°C por 10 minutos;
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35 ciclos de 95°C por 1 minuto; 60°C por 1 minuto e 68°C por 1 minuto, com
extensao final de 68°C por 5 minutos. Em cada uma destas etapas os
produtos de PCR eram purificados com o kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-up System (Promega) e em seguida quantificados por eletroforese em

gel de agarose 0,8% para verificagao da qualidade da amplificagéo.

b) Digestdo do Vetor e dos Insertos com Enzimas de Restricao

Para estudar as funcdes de PrP®, construimos uma proteina
recombinante EGFP-PrP®. EGFP (Green Fluorescent Protein) é uma
proteina de 238 aminoacidos clonada a partir de agua-viva Aequorea
victoria, sendo capaz de emitir fluorescéncia por si s6 quando excitada sob
determinados comprimentos de onda sem necessidade de cofatores
especiais ou um substrato, o que permite seu uso como um fluoréforo
funcional, além de sua expressao ser indcua para as células.

Os produtos da PCR recombinante (que gerou a variante alélica
129VDel) ou de PCR obtidos diretamente do DNA de pacientes com as
variantes alélicas 129Mdel, 129M e 129V foram purificados e digeridos a
37°C durante a noite com 10U da enzima de restricao EcoRI e 10 unidades
da enzima de restricido BamHI (Figura 4). O vetor utilizado neste trabalho, o
plasmideo pEGFP-C1 (Clontech), ja continha a sequéncia do peptideo sinal
de PrP® de camundongo (1-22) no sitio Agel também foi digerido com as
mesmas enzimas de restricio BamHI (Biolabs) e EcoRI (Gibco) durante a

noite a 37°C.
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Os produtos dessas digestdes foram purificados com o Kit Wizard®

PCR Clean-Up System utilizando o protocolo do fabricante. Para evitar que
houvesse reanelamento do plasmideo vazio, este foi defosforilado com 10
unidades da enzima CIP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase, Invitrogen)
durante 30 minutos a 37°C. A reagao foi inativada a 72°C por 10 minutos e
novamente purificada. O fragmento digerido e purificado foi entdo inserido no

vetor através de reagao de ligagao.

c) Reacao de ligagéo

Duzentos nanogramas dos produtos de PCR para as variantes
alélicas foram inseridos no vetor pEEGFP-C1 (40ng) através da reagao de
ligacado utilizando 400 unidades (U) da enzima T4 DNA Ligase (Biolabs)
durante a noite a 4°C.

ApOs essa reagao, o vetor agora apresentava a sequéncia do
peptideo sinal seguida da sequéncia de EGFP e PrP®. Com isso, evitamos
que apos as modificagbes pos-traducionais, como por exemplo, a clivagem
do peptideo sinal de enderecamento ao reticulo na extremidade amino-
terminal ou a adicdo da ancora de GPIl na extremidade carboxi-terminal

fizesse com que EGFP fosse clivado de PrPC.
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Legenda: Em destaque estdo os sitios de restricao utilizados para abrir o sitio multiplo de
clonagem (MCS) para inser¢do da sequéncia do PRNP (EcoRI e BamHI) e o sitio de Agel,

onde ja estava inserido a sequéncia do peptideo sinal de PrP°.
Figura 5 - Plasmideo pEGFP-C1 (BD Biosciences Clontech)

d) Transformacédo dos Produtos de Ligacéao

Cinquenta nanogramas do produto de ligagéo foi entdo incubado com
uma bactéria E.coli termocompetente (DH5a) por 30 minutos no gelo,
seguido de um choque térmico por 2 minutos a 42°C e por 3 minutos no gelo
novamente. Foi acrescentado 1mL de meio LB (1% de triptona; 0,5% de
extrato de levedura; 1% de NaCl; pH 7,4) e incubado a 37°C por 1 hora. Os
tubos foram entao centrifugados por 5 minutos a 5000 rpm e o sobrenadante
foi descartado. As bactérias foram ressuspensas em 100uL meio LB e

plaqueadas em placas de Petri contendo LB agar (1,5% de agar), contendo
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ampicilina (50ug/ml). As bactérias permaneceram durante a noite a 37°C na
estufa para que pudessem crescer.

No dia seguinte, algumas colénias foram selecionadas e amplificadas
por PCR para verificagdo da qualidade do DNA presente em cada uma para

que fosse verificado se houve amplificagdo do gene de PrP°.

e) Minipreparagao

Dez microlitros do meio LB contendo a col6nia selecionada e
analisada, foram inoculados em 5mL de meio LB acrescido de 5uL do
antibidtico kanamicina (50ug/mL). Esse foi incubado sob agitagdo de 200
rom a 37°C durante a noite.

Ap6s esse periodo, o DNA plasmidial foi purificado com o kit Wizard®
Plus Minipreps DNA Purification System (Promega) de acordo com o
protocolo do fabricante. Os plasmideos foram digeridos com as enzimas
BamHI e EcoRI, para verificagdo da liberacdo do inserto e os clones que

apresentaram o inserto foram entdo sequenciados.

f) Sequenciamento

Apoés ter o DNA amplificado (produto de PCR) foi utilizado o kit
DYEnamic ET Terminator® (Amersham Pharmacia Biotech, Inc, USA) para a
reacdo de sequenciamento, as reagdes foram feitas segundo as
especificacbes do fabricante, em um volume final de 10uL, contendo
0,2pmoles de DNA gendmico e 0,5pmoles de iniciador, adicionando a

mistura um reagente contendo dNTPs fluorescentes. A amplificagéo foi feita
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no termociclador DNA Thermal Cycler PTC-100 (MJ Research, Inc, USA),
utilizando-se um programa com denaturagao inicial de 1 minuto a 94°C e 1
minuto e 15 segundos a 60°C e 20 segundos a 94°C por 25 ciclos, utilizando
0s mesmos iniciadores externos utilizados na constru¢ao dos insertos.

Apods a ciclagem térmica, adicionamos 1uL de acetato de sdédio e
40uL de etanol a 95% e incubamos no escuro e no gelo por 15 minutos.
Centrifugamos por 10 minutos a 14000 rpm e aspiramos o sobrenadante no
vacuo. Adicionamos 250uL de etanol a 70%, centrifugamos por 10 minutos a
14000 rpm e aspiramos novamente no vacuo. Deixamos secar no escuro e
na estufa a 56°C, durante cerca de 15 minutos. As amostras foram entdo
aplicadas em gel e a leitura da sequéncia foi feita em sequenciador ABI

Prism-377" (Perkin- Elmer, USA).

g) Maxipreparacéao

Quinhentos nanogramas de DNA obtido na minipreparagéo e
analisado por sequenciamento direto foram transformados com a bactéria
competente como descrito anteriormente e entdo crescidos em 250mL de
meio de cultura LB com antibiético, durante a noite, e sob agitagao constante
de 200rpm a 37°C. Os meios foram entdo centrifugados e o pellet
processado como manda o fabricante do Kit Qiagen Tips 500 (Qiagen). Ao
fim do procedimento, dosamos a quantidade de DNA obtido e utilizamos

esse DNA para os experimentos de transfecgao celular.
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PARTE Il - CULTURA DE CELULAS

3.1l.L1 Cultura priméria de cardiomiocitos de camundongos

O embrides (E18) foram colocados em solucédo de Ringer (NaCl
154mM; KCI 3,35mM; CaCl, 1,7mM; pH 7,0) e mantidos no gelo, sendo a
seguir decapitados com o auxilio de uma tesoura limpa e os coragdes
expostos apds um pequeno corte ter sido feito no térax. Os coracdes foram
entdo colocados em nova solugdo de Ringer e mantidos no gelo.

Com o auxilio de uma lupa, os ventriculos foram retirados e colocados
em outra solugéo de Ringer e novamente mantidos no gelo. Os ventriculos
foram a seguir cortados e colocados em um Erlenmeyer contendo solugao
de Ringer e uma pequena barra magnética. Sob agitagcdo constante os
ventriculos foram lavados duas vezes em solugédo de Ringer. A seguir, foram
novamente lavados com PBS 1X, durante 5 minutos sob agitagéo e a 37°C,
para que fosse retirado o excesso de calcio que estava presente na solugao
de Ringer.

O excesso de PBS foi retirado e entdo procedeu-se a dissociagao
enzimatica (colagenase tipo Il 0,8%; tripsina 0,1%, PBS 1X pH 7,4) sob
agitacédo durante 5 minutos a 37°C. A primeira dissociacéo foi descartada e,
a partir da segunda dissociagéo, procedeu-se da seguinte forma durante 6
passagens: dissociacdo por 5 minutos sob agitagdo a 37°C, retirada da
solugéo de dissociagdo que é guardada em um tubo contendo cerca de 2mL
de meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) com 10% de SBF e 1%

de L-glutamina em gelo. Cada vez que a solugéo de dissociagao enzimatica
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era retirada, uma pequena aliquota era levada ao microscopio 6tico para que
fosse verificada a qualidade da dissociacdo, para que se tivesse um controle
da quantidade das células e se elas nao estavam sofrendo com o tratamento
enzimatico.

Apoés as 6 dissociagdes, as células foram centrifugadas a 1200 rpm
por 6 minutos. O sobrenadante foi descartado e estas foram ressuspensas
em meio DMEM completo. Procedeu-se uma nova centrifugacéo para que
houvesse completa remog¢ao das enzimas utilizadas. Foram plaqueadas
1,5x10° células em placas de 24 pogos previamente tratadas com gelatina
(0,01% em solugao de Ringer) por 30 minutos na estufa e com uma laminula
de vidro, para que os cardiomidcitos pudessem aderir.

Apds 24 horas de cultura, as placas foram lavadas com meio DMEM
completo para retirar os debris celulares e as células que nao aderiram.

Protocolo adaptado de Souza et al. 2004.

3.1l.2 Marcacdo de culturas primarias com indicador fluorescente de
Ca** Fluo-3 AM

Culturas primarias de cardiomiocitos de camundongos tipo selvagem
para PrP° foram incubadas com 10 pM do indicador fluorescente de Ca?* -
Fluo-3 AM — por 30 min a 37° C em meio neurobasal contendo 2mM de
CaCl,. Depois de decorrido o tempo de marcacgao as células foram lavadas
trés vezes com DMEM contendo 2mM de CaCl,. Apds as lavagens as
células foram mantidas em Tampao Krebs (124mM NaCl, 4mM KCI, 25mM

Hepes, 1.2mM MgSQO4, 10mM glucose contendo ou ndo 2mM de CaCly).
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As variagbes de intensidade de fluorescéncia das células foram
analisadas por microscopia confocal Bio-Rad Radiance 2100 acoplado a um
microscopio Nikon (TE200-U) com objetiva de imersao em agua (40X, 1,2
NA) com comprimentos de onda de EX-488nm (laser de argdnio) com filtro
de EM-522-535nm. Com as imagens adquiridas as células foram analisadas
utilizando-se o programa WCIF ImagedJ (National Institute of Health- NIH)
onde foi feita uma raz&o entre a fluorescéncia final e a fluorescéncia inicial

(F1/FO0).

3.11.3 Transfeccdo das linhagens celulares H9c2 (provenientes de
cardiomioécitos de rato) e HEK293

A linhagem celular H9c2 €& proveniente de cardiomiécitos de rato,
sendo um subclone da linhagem celular clonal original derivada de tecido
cardiaco embrionario de ratos BD1X. A linhagem celular HEK293 (Human
Embryonic Kidney 293) é uma linhagem celular originalmente derivada de
rins humanos embrionarios crescidos em cultura de tecidos. Este tipo de
linhagem celular foi escolhido por ser de facil cultivo e transfecgéao.

Cerca de 5x10° células de cada uma das linhagens foram plaqueadas
em placas de Petri de 35mm de didametro em meio DMEM com 10% de soro
bovino fetal (SBF) e 1% de L-glutamina para a linhagem H9c2 e em meio
MEM com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de L-glutamina para a
linhagem HEK293. Vinte e quatro horas depois foi iniciado o processo de
transfecgdo: 3ug dos DNAs em questdo (construtos 129V e 129M com ou

sem a delecao de octapeptideos, e fusionados a proteina fluorescente verde
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- EGFP) foram incubados com DMEM (ou MEM) sem SBF, a temperatura
ambiente, por 5 minutos. Em um outro tubo, 5ug de lipofectamina
(Invitrogen) foram incubados em meio de cultura DMEM (ou MEM) sem SBF
por 5 minutos. Apds esse periodo, o conteudo do tubo contendo
lipofectamina foi misturado ao conteudo do tubo contendo o DNA e entdo
incubado por 20 minutos a temperatura ambiente.

Enquanto isso, 0 meio de cultura das células plaqueadas 24 horas
antes foi retirado, as células foram lavadas com meio DMEM (ou MEM) sem
SBF e entado foram adicionados 1,5mL de meio DMEM (ou MEM) sem SBF e
o conteudo de cada tubo contendo o DNA e a lipofectamina foi
cuidadosamente aplicado sobre as células. Apds 4 horas na estufa a 37°C
com atmosfera contendo 5% de CO,, o meio foi retirado e as células
receberam um novo meio de cultura DMEM (ou MEM) com 10% de SBF e
1% de L-glutamina.

A visualizacdo da eficiéncia da transfecgao foi realizada apds 48

horas de cultivo em estufa a 37°C com atmosfera com 5% de CO..

3.1.4 “Western blot”

Quarenta microgramas de proteina total provenientes de extratos
celulares foram dosadas através de ensaio colorimétrico pelo reagente de
Bradford, fervidos a 95°C por 5 minutos, aplicados em um gel de
poliacrilamida 10% e submetido a uma corrida eletroforética a 40mA para
completa separagao das proteinas. As proteinas entdao foram imobilizadas

em uma membrana de nitrocelulose (0,45um - Schleicher e Shuell,
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Alemanha) em um sistema de transferéncia “semi-dry”. Apos a transferéncia,
a membrana foi corada com vermelho de Ponceau para verificacdo da
qualidade da transferéncia e certificacdo da presenca das proteinas na
membrana.

A membrana foi lavada para retirada do excesso do corante e entao
incubada com solugéo de bloqueio de ligagdes inespecificas (leite desnatado
liofilizado 0.5% em solugédo de Tris-Buffer-saline-Tween (TBST) 0,05%) por
uma hora a temperatura ambiente e sob agitagdo constante. A solugao de
bloqueio foi retirada e adicionado um dos anticorpos primarios (anti-PrPC,
anti-EGFP, anti-caspase 9, anti-caspase 3 ativada) que foi icubado com a
membrana durante a noite a 4°C sob agitacdo constante. A membrana foi
entdo lavada por 3 vezes com TBST 0.05% durante 5 minutos e incubada
por 1 hora a temperatura ambiente e sob agitacdo com o anticorpo
secundario de camundongo marcado com peroxidase. Esta foi novamente
lavada por 3 vezes com TBST 0,05% por 5 minutos cada lavagem e entéo
revelada utilizando o kit ECL Western Blotting Analysis System (Amersham-

Pharmacia) seguida de exposi¢ao de um filme de raio X a membrana.

3.1.L5 Tratamento celular com Doxorrubicina

Foram feitos tratamentos nas linhagens celulares H9c2 e HEK293
com as seguintes concentragbes de doxorrubicina por um periodo de 24
horas: 1uM, 5uM, 10uM, 20uM, 25uM, 50uM e 75uM. A avaliacido da morte
celular induzida pela Doxorrubicina, foi feita pela coloracdo nuclear por

iodeto de propideo e posterior contagem dos nucleos picnéticos
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As células foram lavadas em PBS 1X, fixadas por 20 minutos em
paraformaldeido 4%, novamente lavadas com PBS 1X, coradas com iodeto
de propideo por 20 minutos, lavadas com PBS 1X e montadas em uma
|l&mina de vidro para posterior avaliacdo em um microscépio de fluorescéncia

invertido.

3.1.6 Citometria de Fluxo

As culturas celulares foram removidas da placa de cultura por
tratamento enzimatico com tripsina, centrifugadas e incubadas por 30
minutos em meio completo a 37°C para a recuperacdo da membrana.
Aliquotas de 10° células de H9c2 foram incubadas com anticorpo
monoclonal 3F4 (10ng/ul) (Abcam — reconhece PrP® humano mas n3o
reconhece PrP® de camundongo), ou anticorpo policlonal M233 (1/100)
(produzido em camundongos deletados para o gene de PrP® imunizados
com proteina PrP® murina recombinante e que reconhece PrP® murino e
humano) em PBS/BSA 0,5% Azida Sddica 0,05% por 1h a 4°C. A seguir, as
células foram lavadas e incubadas com anticorpo secundario (anti-
camundongo marcado com phycoeritrina, PE) em mesmo tampao, por 1h a
4°C. A leitura da fluorescéncia foi realizada em aparelho BD FACScan ou BD
FACSCalibur (Becton Dickinson), nos programas Cell Lyses ou Cell Quest
Pro, respectivamente. Para a analise de fluorescéncia de EGFP e de PE
utilizamos laser de argbnio (emissdo 488nm) e detectores de 530nm (EGFP)

e 585nm (PE).
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As populacdes de H9c2 expressando as diversas construgdes foram
submetidas a clonagem celular por diluicdo limitante. Esses clones foram
novamente avaliados por citometria de fluxo, onde verificamos a auséncia de
expressao dos construtos nesta linhagem celular.

A constatacdo da expressdo de PrP® em células H9c2 foi feita, a
principio, pela presenca de fluorescéncia de EGFP através de citometria de
fluxo. Utilizamos a média geométrica da intensidade de fluorescéncia para
avaliar a quantidade de EGFP expresso em cada clone, tendo as células nao

transfectadas como padrao de comparacéao.

3.11.7 “Cell sorting”

Selecionamos as populagdes de clones de células HEK293
fusionadas com os construtos EGFP-PrP® positivas através do método de
cell sorting, disponivel no aparelho BD FACSCalibur.

Neste método, as células HEK293 transfectadas com EGFP-PrP¢ e
selecionadas com Ggqg por no minimo 14 dias foram incubadas com iodeto
de propideo 1ug/ml, um intercalante de DNA nao permeavel a membrana
plasmatica, ou seja, internalizado somente em células nao viaveis.

Selecionamos as células atravées de seu tamanho e sua
granulosidade, para que pudéssemos excluir fragmentos celulares e células
agregadas. Para selecionarmos as células viaveis, utilizamos o iodeto de
propideo (IP) como marcador de células mortas, e selecionamos entdo as
células negativas para este marcador e positivas para a fluorescéncia de

EGFP.
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Este processo foi feito por duas vezes, para nos assegurarmos de
que nossos clones celulares apresentassem a menor quantidade possivel de

células “contaminantes” nao fusionadas a proteina EGFP.

PARTE Il - MODELO ANIMAL

3.11.1 Animais

Os animais avaliados neste estudo sdo camundongos “nocaute” para
o gene codificador da proteina PrP® (Zrch ou ZPrnp®®) (BUELER et al.
1992), que tém um background genético misto C57BI6/J x 129 Sv. Nestes
animais, 552 pares de base (bp) do gene de PrP® foram substituidos por um
cassete do vetor de resisténcia a neomicina de 1.1 kb (BUELER et al. 1992),
o que fez com que ndo houvesse mais expressdo da PrPC. Outra cepa de
camundongos que foi usada € de animais que tém expressdo aumentada da
proteina PrP° (Tg20) (SHEMERLING et al. 1998). Esta foi construida a partir
da insercado de cerca de 20 cépias do Prnp em blastocistos obtidos dos
animais nocautes (ZPrnp®°) produzidos por BUELER et al. (1992). Estes
animais expressam cerca de 6 vezes mais PrP® que aqueles do tipo
selvagem (FISCHER et al. 1996). Como controle destes animais usamos
camundongos hibridos construidos a partir do cruzamento de um animal 129
Sv com um animal C57BL6/J (ZPrnp**) e mantidos em acasalamento
continuo de sua F1 (Figura 6).

Utilizamos também animais construidos por MANSON et al. (1994)

Edbg Prnp™ (ou EPrnp), Edbg Prnp* e Edbg Prnp**, onde o cassete de
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neomicina foi inserido no sitio de restricdo da enzima Kpn-1 presente na
ORF de Prnp (Figura 7A). Estes animais foram re-acasalados com animais
de background C57/BL10 por 4 geragdes no Laboratério do Dr Bruce
Chesebro (Rocky Mountains NIH).

Para que o background genético desta linhagem fosse mantido, foram
feitos acasalamentos continuos (backcross) entre animais heterozigotos
(Edbg Prnp*") com animais C57/BL10 (Figura 7B). Os animais heterozigotos
provenientes deste acasalamento foram entdo acasalados entre si e sua
prole continha cerca de 50% de animais heterozigotos (EPrnp*"), 25% de
animais homozigotos depletados de Prnp (EPrnp”) e 25% de animais
controles ndo depletados (EPrnp**). Esses animais além de possuirem o
mesmo background genético, seu controle tipo selvagem advém do mesmo
acasalamento (Figura 7B). Todos os animais gerados neste acasalmento
sdo genotipados e seus produtos de reagcdo de PCR sao usados para
identificacdo dos gendtipos (Figura 7C).

Para a genotipagem dos animais Edbg, DNA extraido da cauda foi
amplificado em duas reagdes multiplex. A primeira delas para amplificar o
gene de neomicina usando 0,25uM dos iniciadores 5 — TTG AGC CTG GCG
AAC AGT TC - 3 e 5 — GAT GGA TTG CAC GCA GGT TC — 3 e 0,5 uM
dos iniciadores 5’ — AAT AGA GGC ACT CCC TTC AC -3 e 5 — GGT AAG
CCC TTG ACC TAA AA — 3 para amplificar o gene de retinoblastoma, usado
como controle interno da reacéo. As condigbes de ciclagem foram 94°C por
5 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 min, 57°C por 1 min e 72°C por 45

seg, seguidos de uma extensao final de 72°C por 5 min.
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A segunda reacgao para amplificar o gene de Prnp usando 0,25uM dos
iniciadores 5° — AAC CGT TAC CCA CCT CAG GGT -3’ e 5 — GCG CTC
CAT CAT CTT CAC A — 3’ e 0,25uM dos iniciadores para amplificar o gene
de retinoblastoma como descrito acima. As condi¢gdes de ciclagem foram 35
ciclos de 94°C por 1 min, 60°C por 1 min e 72°C por 45 seg seguidos de uma
extensao final de 72°C por 5 min. As amostras foram amplificadas por PCR,
utilizando-se o Kit de amplificacdo Taq DNA polimerase (Promega, WI,
USA). As reagoes foram feitas em um volume de 10uL contendo 25ug de
DNA gendmico, 20mM Tris HCI pH 8,0; 50mM KCI; 25mM MgCl,; 500uM
dNTP (Life Technologies, Gibco BRL); 0,5uM de iniciadores (Forward e
Reverse), DMSO 10% e 1 U de Taq DNA polimerase.

Todos os animais foram mantidos em uma sala limpa, com pressao
positiva, temperatura entre 22 e 24°C, umidade do ar entre 40 e 60%;
gaiolas limpas com hipoclorito de soédio, lavadas e esterilizadas por
autoclavacdo. A maravalha autoclavada; ragao esterilizada por radiagao e
autoclavada quando de seu uso; agua MiliQ acidificada com acido cloridrico
37% (0,1%); e ciclo de luz claro/escuro de 12 horas. O guia “Principles of
laboratory animals care” (NIH # 85-23, revisado em 1996) foi seguido em
todos os experimentos feitos neste trabalho, que foi submetido ao Comité de

ética Animal do Hospital AC Camargo.
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Prnp%o Prnp?0 C57/BL6J 129Sv
C57/BL6Jx129Sv —‘7 C57/BL6Jx129Sv —‘7
C57/BL6Jx129Sv X 129Sv
Acasalamento por Acasalamento por
10 anos no ILPC 10 anos no ILPC
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C57/BL6Jx129Sv C57/BL6Jx129Sv
Tg20
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+
20x 7/"ﬂg
Tg 20 Tg 20
C57BL6Jx 129Sv C57BL6Jx 129Sv
Tg 20

C57BL6Jx 129Sv

Acasalamento por
10 anos no ILPC

Tg 20
C57BL6Jx 129Sv

Legenda: Esquema para melhor visualizagdo dos cruzamentos para a obtencdo das

linhagens de camundongos ZPrnp®°, ZPmp** e Tg20. Estes animais tém sido mantidos
neste esquema de acasalamento nos ultimos 10 anos.
Fonte: LANDEMBERGER (2006)

Figura 6 - Esquema de acasalamentos dos animais ZPrnp®°, ZPrmp** e
Tg20 ().
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—
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Legenda: A) Foi inserido um cassete de neomicina no sitio de restricdo da enzima Kpn-1
presente na ORF do gene de Prnp; B) Obtengéo dos animais EPrnp”, EPrnp** e EPrnp*”
provenientes do acasalamento de dois heterozigotos para Prnp, e C) gel da reagéo de PCR
realizada para a genotipagem destes animais.

Fonte: LANDEMBERGER (2006)

Figura 7 - Esquema de acasalamentos dos animais EPrnp”, EPrmp** e
EPrnp*.
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3.11l.2 Animais tratados com Doxorrubicina

Camundongos de 3 a 4 meses de idade receberam tratamento
intraperitoneal com diferentes doses do quimioterapico Adriamicina®
(Doxorrubicina). Neste estudo, utilizamos as doses de 50, 30, 20, 15, 10 e
7,5 mg/kg de doxorrubicina em camundongos ZPrnp**, ZPrnp®° e Tg20,
EPrnp”, EPrp™ e EPrnp**). Os animais utilizados neste estudo foram
pesados separadamente e a dose de Doxorrubicina a ser administrada foi
calculada individualmente.

A doxorrubicina foi diluida em agua MiliQ estéril deionizada, em fluxo
laminar, na concentracao de 2mg/mL (3mM) e utilizada no mesmo dia em
que foi reconstituida, pois sua estabilidade é de, no maximo, 48 horas
protegida da luz e refrigerada a 4°C.

Os tratamentos dos animais com a droga foram feitos no biotério do
Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer, A droga foi aplicada por via
intraperitoneal em doses diferentes e o0s animais permaneceram sob
constante observagao ao longo de 6 semanas, onde a anotagdo de morte foi
feita a cada 24 horas. Aqueles que, ao fim das 6 semanas, permaneceram
vivos foram submetidos a ortotanasia por deslocamento cervical ou por
inalacao de CO,. Seus coracgdes foram fixados em formalina tamponada e
emblocados em parafina.

Todos os procedimentos atenderam as normas do Comité de Etica de

Uso de Animais (CEUA) da Fundagao Antonio Prudente (numero 015/07).

Cinthia G C Couto Casuistica, Material e Métodos



o1

3.1I1.3 Anélise Estatistica

O tempo de sobrevida dos camundongos foi calculado a partir do dia
de injecdo da doxorrubicina até a data da morte ou da eutanasia
(considerando-se a morte como evento). As analises estatisticas de
sobrevida foram feitas utilizando o software SPSS 13.0. As sobrevidas
globais dos grupos de camundongos estudados foram calculadas através do
teste nao-paramétrico de Kaplan-Meier e a estimativa da influéncia da
expressdo de PrP® nas mesmas foi avaliada através do teste de log-rank.

Para todas as analises foi considerado intervalo de confianga de 95%.

3.l1ll.4 Avaliacado das lesdes cardiacas em cortes de tecido

Cortes parafinados de tecido cardiaco de 4um foram desparafinizados
e marcados pela técnica de detecgédo de fragmentacdo de DNA seguindo o
protocolo do fabricante do Kit CardioTACS — In Situ Apoptosis Detection Kit
(R&D Systems, USA). Resumidamente, os cortes foram desparafinizados
com seguidas lavagens em xilol e permeabilizados com Proteinase K. A
atividade da peroxidase endogena foi extinta com perdxido de hidrogénio;
em seguida a enzima deoxinucleotidil transferase (TdT) que adiciona
nucleotideos biotinilados a por¢do 3’' do DNA fragmentado, o que gera um

precipitado azul na presenca do substrato TACS Blue Label.
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4 RESULTADOS

PARTE | — PACIENTES

4.1.1 Estudo de polimorfismos em pacientes tratados com
Doxorrubicina

a) Descricdo dos pacientes

Os 162 pacientes deste estudo abrangem um grupo de 51,9% do
sexo masculino e 48,1% do sexo feminino, onde 67,9% sé&o brancos, 24,7%
sdo pardos, 4,3% negros e 3,1% com cor de pele indefinida.

A idade ao diagnéstico variou entre 1 més e 17 anos, sendo o tempo
de tratamento entre 2 meses e 5 anos.

Os pacientes incluidos neste estudo apresentavam diferentes tipos de
tumores, dos quais as leucemias e linfomas eram predominantes (48%),

seguidas pelo osteossarcoma (16%) e pelo tumor de Wilms. (Figura 8).
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Leucemia Linfdide Aguda
W Leucemia Mieldide Aguda
Linfoma néo Hodgkin
B Osteossarcoma
Tumor de Ewing
B Retinoblastoma
B Tumor de Wims

Tumor de Células
Germinativas

» Hepatoblastoma

B Rabdomiossarcoma

m Linfoma de Hodglin
Céancer de Owvario

B Meurcblastoma
Carcinoma Rinoforme

Legenda: Os tipos de tumores estédo representados por fatias de diferentes cores e estao
demonstrados em valores percentuais, onde a Leucemia Linféide Aguda representa a maior
fatia do grafico, com 27,78% do total de tumores dos pacientes do estudo, seguido do

Osteossarcoma, com 16,05% e do Linfoma de Hodgkin, com 11,11%.

Figura 8- Distribuicao dos tipos de tumores apresentados pelos pacientes

do estudo.

Quando analisamos as doses de antraciclicos recebidas por estes
pacientes, verificamos que 159 deles receberam valores dentro dos limites
aceitos mundialmente de dose cumulativa de antraciclicos que ¢é de
600mg/m?. (Figura 9). Entretanto, 3 pacientes receberam uma dose

cumulativa maior que 600mg/m?,
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Legenda: Histograma da faixa de doses de antraciclicos dos pacientes do estudo,
demonstrando que a maioria deles recebeu uma dose maxima de cerca de 600mg/m2,

dentro dos padrdes estabelecidos mundialmente.

Figura 9 - Histograma de faixa de dose cumulativa de antraciclico dos 162

pacientes do estudo.

Os pacientes deste estudo estavam fora de tratamento ha pelo menos
cinco anos. Os dados mostram que a mediana do tempo fora de tratamento

era 186 meses (cerca de 15 anos e meio), com um maximo de 25 anos.

b) Anélise do gene PRNP

Amostras de DNA amplificadas de sangue de pacientes foram
avaliadas através da técnica de DHPLC. A identificacdo de cada
polimorfismo baseia-se no perfil apresentado para cada amostra, e esta

amplamente descrito em CASTRO et al. 2004.
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Analisamos um total de 162 amostras que foram submetidas a
temperatura de 50°C no cromatografo para verificarmos a qualidade do DNA
(Figura 10A). Nesta temperatura também é possivel verificarmos a presenca
ou auséncia de delecdes no DNA em estudo, como por exemplo, a delegao

de um octapeptideo repetido (Figura 10B).

1A) “1B)

Apzorbance (mv)
Apzorbance (mv)

4 & 6 7 a 2 a

4 &
o (Minutes) Torie (Mrutes)

Legenda: Exemplo de cromatograma obtido por DHPLC em uma analise realizada a 50°C
do produto amplificado de PRNP, demonstrando que a amplificagcdo foi de boa qualidade.
Nesta temperatura ja é possivel detectar alteracbes maiores na sequéncia amplificada: a
esquerda vemos um pico Unico de saida, demonstrando que a amostra é homozigota e
possui um material genético de boa qualidade (A), enquanto a amostra a direita (B), possui
delecao de um octapeptideo repetido em heterozigose, verificado por um pico de saida

duplo anterior a 5 minutos.
Figura 10 — Perfil cromatografico de DHPLC para o DNA protétipo de PRNP

(A) e para a delegao de um octapeptideo repetido (B).

Deste total de 162 pacientes, 15 individuos (9,3%) apresentaram 4
repeticdes de octapeptideos e 147 (90,7%) que possuiam 5 octapeptideos
repetidos (Figura 11B) (Gréfico 1), que esta de acordo com a distribuicdo

deste polimorfismo em uma populagéo normal (DOH-URA et al 1989).
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Legenda: Distribuicdo do polimorfismo na regido de octapeptideos repetidos na populagéo
em estudo, onde 9,3% (n=15) dos individuos apresentavam 4 repeticdes de octapeptideos e
90,7% (n=147) apresentavam 5 repeticoes.

Figura 11 - Perfil de distribuigdo do polimorfismo na regido de octapeptideos

repetidos encontrados em 162 pacientes.

Nesta mesma amostragem, trés pacientes possuiam o polimorfismo
silencioso no cdédon 117 (HSIAO et al. 1989), causado por uma mutagao
missense e caracterizado por DHPLC obtido a 65°C. Esse polimorfismo nao
acarreta nenhuma patologia para os individuos portadores. Na Figura 12A
podemos observar que a presencga deste polimosfismo leva a uma alteracao
no perfil obtido para o DHPLC. Este polimorfismo pode ser identificado
mesmo num paciente heterozigoto para o cédon 129 (Figura 12A).

Oitenta e trés (51,2%) pacientes apresentavam-se heterozigotos para
0 cédon 129 de PRNP, possuindo um aminodacido valina (V) em um alelo e

metionina (M) no outro alelo (M129V) (Figura 12B).
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Legenda: Exemplo de cromatograma obtido por DHPLC em uma analise realizada a 65°C
do produto amplificado de PRNP. A) Amostra com o polimorfismo silencioso A117A, com
pico de saida duplo anterior a 6 minutos, e polimorfismo M129V, pico de saida duplo
posterior a 6 minutos; B) Amostra heterozigota M129V, demonstrado pelos dois picos

distintos: um unico e outro duplo.
Figura 12 - Perfil cromatografico de DHPLC para o PRNP com o
polimorfismo A117A e/ou M129V.

Ja 79 amostras apresentaram um pico de saida unico (Figura 13A).
Sendo assim, essas amostras foram misturadas com um DNA protétipo
(codon 129 metionina — M129M), essa mistura foi novamente denaturada a
95°C e os perfis cromatograficos foram analisados por DHPLC a 65°C.
Destas amostras, 54 mostraram-se homozigotas para metionina e 25

homozigotas para valina no codon 129 (Figura 13B).
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Legenda: Exemplo de cromatograma obtido por DHPLC em uma analise realizada a 65°C
do produto amplificado de PRNP. Em A), amostra com perfil homozigético e em B), mistura
do protétipo M129M ao DNA em estudo, demonstrando a presenga do aminoacido Valina
em homozigozidade no cédon 129 (V129V), representado pelos dois picos de saida no

cromatograma.
Figura 13 - Perfil cromatografico de DHPLC para a homozigose no codon
129 de PRNP (A) e apds a mistura com DNA prot6tipo M129M (B).

c) Analise Ecocardiografica dos Pacientes

Apoés a identificagdo dos polimorfismos de PRNP nos pacientes do
estudo, estes dados foram comparados com os achados ecocardiograficos.
A Tabela 3 mostra um resumo de todos os perfis de polimorfismos
encontrados nas amostras estudadas, correlacionados com a presenca ou
nao de alteragdo na fracdo de ejegcdo do ventriculo esquerdo (FEVE). A
maioria da populacdo estudada (70 pacientes) (43,2%) é composta de
individuos heterozigotos no codon 129, gendtipo M129V e com 5 repeti¢des

de octapeptideos.
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Tabela 3 - Distribuicdo dos polimorfismos e alteragées na FEVE nos 162
pacientes do estudo.

Polimorfismo Fracdo de Ejecéo Total
Alterada Normal
129 Met/Met 6 (3,7%) 48 (29,6%) 54 (33,3%)
Met/Val 14 (8,6%) 69 (42,6%) 83 (51,2%)
Val/val 4 (2,5%) 21 (13%) 25 (15,4%)
Octapeptideos 4 repeticdes 3 (1,9%) 12 (7,4%) 15 (9,3%)
repetidos

5 repeticdes 21 (13,0%) 126 (77,8%) 147 (90,7%)

129/octapeptideos M129Mdel 2 (1,2%) 0 (0%) 2 (1,2%)
M129Vdel 1 (0,6%) 12 (7,4%) 13 (8,0%)
M129M 4 (2,5%) 48 (29,6%) 52 (32,1%)
V129V 4 (2,5%) 21 (13%) 25 (15,4%)

M129V 13 (8%) 57 (35,2%) 70 (43,2%)

Dois individuos (1,2%) apresentaram a delegcdo de octapeptideos
associada ao codon 129 homozigoto para metionina (M129MDel), sendo que
ambos apresentaram fracdo de ejegdo alterada. A homozigose para
metionina no cédon 129 associada a 5 octapeptideos repetidos estava
presente em 29,6% das amostras. Além disso, 13% dos individuos
apresentaram o aminoacido valina em homozigozidade no cédon 129 e com
5 octapeptideos repetidos no PRNP (V129V). Finalmente, nesta populagéo
nao ha individuos homozigotos para o aminoacido valina com 4 repetigdes
de octapeptideos (V129Vdel).

No que tange as alteragdes cardiacas presentes nos pacientes que

fazem parte desse estudo, foram avaliados 162 pacientes através de
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ecodopplercardiografia com mapeamento por fluxo de cores pelo Dr. Julio
Santin. Os exames que apresentaram fracdo de ejegdao de ventriculo
esquerdo (FEVE) menor que 55% foram considerados com fungao cardiaca
alterada. Os dados mostrados na Tabela 3 dividem os 162 pacientes como
tendo exames da FEVE alterados ou n&o.

Como pode ser observado na Tabela 4 duas variaveis (cédon 129 +
delecédo na regido de octapeptideos) foram agrupadas. A auséncia de
individuos com fragédo de ejeg¢do normal no grupo M129Mdel impossibilita a
analise estatistica. Entretanto, o programa mostra uma associagéao
significativa entre a presenga do polimorfismo onde ha a delegdo de uma
sequéncia de octapeptideos repetidos e a de metionina em homozigose
(M129Mdel), com o comprometimento da FEVE (p=0,021).

A comparacdo de qualquer outra variavel clinica, tipo de tumor, dose
do antraciclico ou tempo fora de tratamento com os polimorfismos em PRNP
nao mostrou nenhuma correlagao significativa (dados ndo mostrados).

Tabela 4 - Comparacgao entre a presenca de polimorfismos no PRNP e
alteracdes na FEVE.

Fragao de Ejegao do Ventriculo
Esquerdo

Alterada Normal Total
Polimorfismo ~ M129M del Casos (% polimorfismo) 2 (100%) 0 (0%) 2
% Fracgéo de Ejegao 8,3% ,0% 1,2% (p=0,021)*
Outros Casos (% polimorfismo) 22 (13,8%) 138 (86,3%) 160
Polimorfismos o = —
% Fragdo de Ejegao 91,7% 100,0% 98,8%
Total Casos (% polimorfismo) 24 (14,8%) 138 (85,2%) 162
% Fragéo de Ejegao 100,0% 100,0% 100,0%

* Teste Exato de Fischer
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PARTE Il - CULTURA DE CELULAS

4.11.1 Isolamento de cardiomidcitos obtidos a partir de culturas
primarias de coracfOes isolados de camundongos tipo selvagem

(ZPrnp*™*) e nocaute (ZPrnp®©).

A obtencdo de cardimiécitos a partir de animais tipo selvagem
(ZPrnp*™*) ou nocaute (ZPrnp®°) era nosso objetivo inicial. Em particular as
células provenientes de animais ZPrnp®® seriam uma ferramenta muito
importante uma vez que n3o expressam a proteina PrP° endogena.
Portanto, a expressdo das proteinas humanas PrP® com os diferentes
polimorfismos poderia determinar o papel protetor associado a cada variante
alélica. Infelizmente, ndo foi possivel isolar cardiomidcitos destes animais
apesar de termos sucesso na obtencido destas células a partir de animais
tipo selvagem. Esta dificuldade foi causada provavelmente pela maior
sensibilidade a diferentes tipos de estresse (neste caso as condigdes de
cultura in vitro) das células de animais ZPrnp®° .

Na tentativa de mostrar que houve padronizacdo da técnica de
isolamento de cardiomidcitos de animais tipo selvagem e que estes eram
viaveis e funcionais, realizamos ensaios de resposta celular a doxorrubicina
pela quantificacdo de calcio. Ja foi descrito que a doxorrubicina atua na
homeostase do calcio intracelular, e que esse mecanismo seria entdo um
dos responsaveies pela morte celular por estresse oxidativo (SEON-YOUNG

et al. 2006). Procedemos entdo ensaios com culturas primarias de
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cardiomidcitos de animais do tipo selvagem (ZPrnp**) tratadas com 3uM de
doxorrubicina durante 1 hora. As células foram inicialmente marcadas com o

2, foi

corante Fluo 3AM por 30 minutos e o experimento da medida de [Ca
avaliado na presengca ou na auséncia de calcio extracelular, como
demonstrado na Figura 14.

Nossos resultados demonstram que ha um aumento do calcio
intracelular (razédo entre a fluorescéncia inicial das células (FO) e o pico de
fluorescéncia (F1) apds o tratamento com doxorrubicina, o que aponta para
a funcionalidade e viabilidade destas células. Além disso, este incremento de
célcio intracelular ocorre mesmo na auséncia de calcio extracelular (linha
vermelha da Figura 14), apontando que este incremento deva-se portanto, a
liberacdo de calcio de estoques intracelulares, particularmente de reticulo

endoplasmatico.

5
(o]

[
)

Razdo de Fluorescéncia
(F1/FO)
)
o

0 30 60
Tempo (minutos)

+/+

Legenda: Cardiomidcitos provenientes de animais tipo selvagem ZPrnp™" foram tratados
(CaCl,) ou nao (CaCl, free) com calcio extracelular e a variagdo da absorgdo desse ion foi
mensurada através da razao de fluorescéncia emitida F1/F0, onde F1 representa o pico de
fluorescéncia e FO, a fluorescéncia inicial das células .

Figura 14 - Grafico de fluorescéncia dos cardiomidcitos tipo selvagem

ZPrnp™"* apds tratamento com calcio extracelular.
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4.11.2 Linhagem celular H9c2
A Tratamento celular com doxorrubicina
Dada a impossibilidade de se wusar -culturas primarias de

90 decidimos continuar o estudo usando a

cardiomiécitos de animais ZPrnp
linhagem celular de cardiomiécitos de rato, H9c2.

A primeira abordagem experimental conduzida nestas células foi a
determinacao de sua sensibilidade a toxicidade da doxorrubicina.

A Figura 15 mostra a padronizagdo da toxicidade da doxorrubicina
(doses de 1 a 75uM) em células H9c2. O tratamento com 20uM da droga
causa a morte de 40% das células quando comparadas aos controle sem
tratamento. Esta condicdo nos pareceu adequada para estudarmos o efeito

protetor da expressdo das proteinas PrP® humanas com os diferentes

polimorfismos.

105

% células vivas
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Concentragédo de DOX

Legenda: A linhagem celular H9c2 foi tratada por 24 horas com diferentes doses de
doxorrubicina para estabelecimento da dose ideal para este tipo celular nas condigdes
presentes em nosso laboratério. Estabelecemos a dose de 20 uM como padrdo para

posterior tratamento celular com Doxorrubicina nos construtos pEGFP-PrPC.
Figura 15 — Curva dose-resposta da toxicidade de diferentes concentagdes

de doxorrubicina em células células H9c2 tratadas por 24 horas.
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B Padronizacdo do tratamento de células H9c2 com Guyss.

Um ensaio inicial para estabelecer a dose de G415 (neomicina) que
seria utilizada apos a transfecgao celular foi conduzida com 200, 400, 600 e
800ug/mL deste antibiético. Como pode ser observado na Figura 16, a
linhagem H9c2 apresentou sensibilidade ao antibiético a partir da dose de
400ug/mL apds dois dias de tratamento. Apds cinco dias de tratamento com
400, 600 ou 800ug/mL ndo havia mais nenhuma célula viva e em 10 dias
nenhum dos tratamentos mostrava células vivas. Optamos entdo por

trabalhar com a dose de 400ug/mL de Ga1s.
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Controle

800 ug/mL

Legenda: Teste das células da linhagem H9c2 quanto a sua sensibilidade ao antibiético
neomicina. O painel superior corresponde ao controle, sem a adicao de antibiético a cultura
celular. Os demais painéis foram tratados com 200, 400, 600 ou 800ug/mL de G415. A dose
de 400ug/mL de G,,5 foi a escolhida para ser utilizada em nossas células apds a insergao
dos construtos de pEGFP-PrPC.

Figura 16 - Tratamento com G4 nas doses indicadas apds quatro dias de

cultura.
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C Transfeccao da linhagem H9c2

Iniciamos as transfecgoes de células H9c2 com os vetores de
expressao das proteinas PrP® contendo apenas os polimorfismos 129M e
129V (ambos sem delecdo de octapeptideos) fusionadas com a EGFP
(pEGFP-PrPC). Estes foram denominados pEGFP-129M ou pEGFP-129V
respectivamente. As células foram transfectadas com o uso de lipofectamina
como previamente descrito (LEE et al. 2001).

A padronizagcdo foi feita utilizando-se 1ug, 5ug, 10ug e 15ug de
lipofectamina e 0,5ug, 1ug, 2ug e 4ug dos vetores por periodos de 2 e 4
horas de transfec¢cdo. Os melhores resultados foram obtidos com o tempo de
4 horas de transfeccao e utilizando-se 2ug do vetor e 5ug de lipofectamina
(dados ndo mostrados), onde foi obtido cerca de 45% de eficiéncia de
transfecgdo. Na transfeccdo com 10ug de lipofectamina houve menor
eficiéncia de transfeccédo (20%) e alta toxicidade para as células, enquanto
no tratamento com 4ug do vetor também houve muito dano célular e
eficiéncia de transfecc¢ao de cerca de 30%.

A Figura 17 mostra a expressao das proteinas EGFP-PrP129M e
EGFP-PrP129V. O vetor vazio pEGFP-C1 foi usado como controle positivo e
€ possivel verificar que sua eficiéncia de transfeccao é superior as anteriores

(cerca de 80%).
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Legenda: A) e B) Microscopia de campo claro e de fluorescéncia, respectivamente, com o

vetor pEGFP-129M C) e D) Microscopia de campo claro e de fluorescéncia com o vetor
pEGFP-129V; E) e F) Microscopia de campo claro e de fluorescéncia com o vetor vazio
pEGFP-C1 (controle positivo). As células expressaram uma menor quantidade de proteina
fusionada EGFP-PrP° apos 48 horas de sua transfeccdo quando comparadas ao controle
positivo onde somente o vetor vazio (EGFP) foi transfectado (F). Barras: (A-D), 50um; (E-F),
200um.

Figura 17 - Expressao das proteinas EGFP-PrP129M, EGFP-129V e EGFP

em H9c2 apds 48 horas da transfeccgéao.

Cinthia G C Couto Resultados



68

D Andlise de pools de células H9c2 transfectadas com vetor de
expressdo de PrP® por citometria de fluxo
Apos o periodo de selecdo com o antibidtico, observamos que a

fluorescéncia das células transfectadas nao era mais visivel ao microscopio
confocal e resolvemos avalia-las através da técnica de citometria de fluxo.
Avaliamos varias culturas de células transfectadas com os 5 diferentes
construtos (pEGFP-C1, pEGFP-129M, pEGFP-129V, pEGFP-129Mdel,
pEEGFP-129Vdel) e selecionadas por pelo menos 14 dias com Gy1s.

A abordagem inicial foi a quantificagdo da intensidade de
fluorescéncia da proteina EGFP em cada um dos pools celulares isolados.
Foram avaliados pelo menos dois pools celulares transfectados com cada
um dos construtos desse estudo, e estes foram comparados com o controle
representado pela célula n&o transfectada. Verificamos que havia
deslocamento de fluorescéncia no pool transfectado com o construto
pEGFP-C1 (vetor vazio), referente a expressdo da proteina EGFP em
relacdo ao controle (célula ndo transfectada) (Figura 18A). O pool celular
expressando o construto pEGFP-129M, aqui chamado WT, apresentou
deslocamento de intensidade de fluorescéncia (Figura 18B). O mesmo valia
para os pools celulares transfectados com os construtos pEGFP-129V
(Figura 18C), pEGFP-129Vdel (Figura 18D) e pEGFP-129Mdel (Figura
18E).

A seguir as as células foram marcadas com o anticorpo monoclonal
3F4 que reconhece somente PrP® humana. Desta forma poderiamos
determinar a expressdo da proteina exdgena e excluir a expressao da

proteina enddgena de rato expressa pela célula H9c2. Como controle a
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célula parental foi marcada com um anticorpo policlonal capaz de
reconhecer a proteina PrP® enddgena (rato) (Figura 19A). A Figura 19B
confirma que o anticorpo monoclonal 3F4 n&o reconhece a Prp° endégena
expressa por esta célula. As células transfectadas com o construto pEGFP-
129M apresentaram reconhecimento pelo anticorpo 3F4, o que demonstra
que a proteina de fusdo EGFP-PrP129M foi expressa nesse pool celular

(Figura 19C).
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Legenda: A intensidade de fluorescéncia da proteina EGFP foi utilizada como controle
inicial da insercao dos construtos utilizados na transfecgao celular. Dois pools celulares da
célula H9c2 transfectados com o construto: A) pEGFP-C1 (vetor vazio); B) pEGFP-129M; C)
pEGFP-129V; D) pEGFP-129Vdel; E) pEGFP-129Vdel. A célula H9¢c2 nao transfectada foi

utilizada como controle negativo de todas as reagdes.
Figura 18 - Expressdo das proteinas EGFP-PrP129M, EGFP-PrP129V,

EGFP-PrP129Mdel e EGFP-PrP129Vdel em células H9c2 .
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Por outro lado, a expressao de PrP® humano nos pools H9c2
transfectados com pEGFP-129Mdel (Figura 19D) e pEGFP-129V (Figura
19E) nao foi detectada. Estes dados indicam que alguns dos pools de
células transfectadas expressam baixas concentragbes da proteina PrP° e

nao foi possivel sua deteccao por citometria de fluxo.

i
T3 Y i 181 162 18 BLs
H9c2 nao transfectada
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HSc2 pEGFP-129M HS9c2 pEGFP-129MDel H9c2 pEGFP-129V

Legenda: Linhagem celular H9c2 néo transfectada, marcada com o anticorpo policlonal
anti-PrP° que reconhece a proteina de rato (A); marcada com o anticorpo monoclonal 3F4
que reconhece PrP® humana (B); transfectada com o construto pEGFP-129M marcada com
3F4 (C); transfectada com o construto pEGFP-129Mdel marcada com 3F4 (D); transfectada
com o construto pEGFP-129V marcada com 3F4 (E). Como controle negativo de todos os

ensaios foi utilizada a célula H9¢c2 nao transfectada marcada com IgG irrelevante (em azul).
Figura 19 - Expressao das proteinas EGFP-PrP129M, EGFP-PrP129Mdel e
EGFP-129V em células H9c2.
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E Anélise de pools de células H9c2 por Western blot

A expressao das proteinas exdégenas de PrP® fusionadas a EGFP
foram avaliadas ainda por ensaio de western blot. Foi utilizado como controle
positivo o extrato protéico de células H9c2 que foram transfectadas com o
vetor vazio. A parte superior da Figura 20 mostra o Western Blot realizado
com o anticorpo anti-EGFP. Observamos banda dupla na altura de 60 KDa,
que equivale a proteina fusionada EGFP-PrP® nos pools transfectados. O
pool transfectado com o vetor vazio (pEGFP-C1), apresenta banda na altura
de 30 KDa, referente a apenas EGFP. Como observado previamente nos
ensaios de citometria de fluxo, o pool pEGFP-129M parece expressar maior
quantidade de proteina fusionada. Uma banda unica de 60 KDa e bastante
fraca aparece ainda nas células H9c2 nao transfectadas, o que deve indicar
neste caso, tratar-se de reconhecimento inespecifico.

A parte inferior da Figura 20 mostra a mesma membrana reagida
com o anticorpo policlonal anti-PrP° (de camundongo). Uma banda de 60
KDa que corresponde a proteina de fusdo EGFP-PrP° pode ser vista em
todos os pools e, como esperado, ndo € vista na célula H9c2 nao
transfectada. Entretanto, a mesma banda aparece na célula transfectada

com o vetor vazio.
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30 KDa

— 60 KDa

— 30KDa

Legenda: Pools celulares marcados com os anticorpos anti-EGFP (parte superior) e anti
Prp°® (parte inferior), confirmando a presenga de PrPC fusionada a EGFP (banda de 60KDa)
em todos os construtos transfectados nas células H9c2.

Figura 20 - Western Blot dos pools celulares transfectados com os
construtos de pEGF-PrP°.

Tentamos isolar células com expressdo da PrP® exdégena por “cell
sorting” como explicado em Material e Métodos. Entretanto, durante as
passagens seriadas das células, observamos que havia morte celular e uma
diminuicao da fluorescéncia das células sobreviventes. Isso inviabilizou a

continuagao do trabalho com esta linhagem celular transfectada.

4.11.3 Linhagem HEK293
A Transfeccdo Celular
As dificuldades mostradas na caracterizacdo dos clones de células

H9c2, bem como a baixa expressdo de algumas das variantes alélicas de
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PrP® levaram-nos a expressdo e caracterizacdo destas proteinas em outro
tipo celular. A indisponibilidade de outra linhagem celular de cardiomiécitos
levou-nos a escolher as células HEK293. A grande vantagem deste tipo
celular é sua alta eficiéncia de transfeccao.

As células foram transfectadas com lipofectamina de maneira
semelhante as H9c2, e apresentaram uma eficiéncia de transfecdo de cerca
de 80%. As células foram selecionadas com G415 € a expressao das
proteinas EGFP-PrP® foi avaliada por microscopia de confocal como
mostrado na Figura 21. Como esperado, as proteinas fusionadas EGFP-
PrP® com os diferentes polimorfismos apresentaram localizacdo na
membrana celular e em regido perinuclear correspondente ao complexo de

Golgi (LEE et al. 2001).
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Fluorescéncia Contraste de Fase Merge
PEGFP i C

pEGFP-PrPc 129M

pPEGFP-PrPc 129V

PEGFP-PrPc 129MDel

pEGFP-PrPc 129VDel

Legenda: Microscopia de confocal dos clones de HEK293 transfectados com os construtos
de pEGFP-PrP¢ confirmando a presenca da proteina fusionada em todos os clones
construidos. Como pode ser observado, as células transfectadas com os construtos
apresentam marcagdo em regido perinuclear e na membrana, indicando os locais onde PrP°
se concentra. Ja as células transfectadas com o vetor vazio, apresentaram um distribuicdo

homogénea de fluorescéncia por todo corpo celular (PEGFP).

Figura 21 - Microscopia de confocal dos clones celulares de HEK293

transfectados com os construtos de pEGF-PrPC.
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B Citometria de Fluxo

Apods o periodo de selecdo com Gyqs, as células que expressavam as
proteinas de fusdo foram selecionadas por “cell sorting” como descrito em
Material e Métodos. Para marcarmos as células nao viaveis, foi utilizado o
corante intercalante de DNA iodeto de propideo (IP). Aliquotas celulares nao
marcadas com |IP foram separadas e utilizadas para compensacao da leitura
da fluorescéncia vermelha (IP) em relagao a verde (EGFP). Duas etapas de
“cell sorting” foram usadas para que se conseguisse uma populagéo

homogénea para a expresao das proteinas de interesse.

100 100 100
GFP 129T sart 123 sort

50 a0 B0
601 B0 &0l
40 a0 404

20 20 20

o T T P 0 T T f 0 T r . T
100 10! 102 103 10 100 10! 102 103 10t 100 10! 102 103 i

e 129WDel sort| 100 129vDel sort

804 a0+

60 60

40 40

20 20

o T r sl il T r T
100 10! 102 103 10 109 107 104 103 104

Legenda: A curva a esquerda (mais fina) representa a populacdo de células HEK293 nao
transfectada, que foi utilizada como controle negativo da transfecgdo, enquanto a curva a
direita (mais larga) representa a populagéo transfectada com cada um dos construtos

descritos e selecionadas por cell sorting.

Figura 22 - Histograma de intensidade de fluorescéncia dos clones celulares
de HEK293 transfectados com os construtos de pEGFP-PrP° apods

separacao por cell sorting.
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A Figura 22 mostra a analise da expressao das proteinas exégenas a
partir da fluorescéncia de EGFP a elas fusionado. Todos os clones isolados
apresentam uma alta expressao da proteina exdgena.

Algumas tentativas iniciais foram feitas para se padronizar a
toxicidade da doxorubicina destas células. Infelizmente estes ensaios nao
foram finalizados. Neste trabalho houve portanto, a geracdo de uma

ferramenta muito importante para nossos estudos futuros.

PARTE Ill - MODELO ANIMAL

4.111.1 Animais tratados com Doxorrubicina

A Animais ZPrnp®®, ZPrnp** e Tg20

Na tentativa de avaliar um possivel papel protetor de PrP® na
toxicidade a doxorrubicina, camundongos nocautes para PrP® (ZPrnp®°), ou
que expressam cerca de 6 vezes mais PrP® (Tg20) e seus controles tipo

selvagem (ZPrnp*'™*)

foram tratados com uma dose unica (i.p.) de 30 mg/kg
de doxorrubicina. Esta dose foi escolhida para iniciar os estudos pois é a
dose maxima da droga descrita na literatura empregada em camundongos.
O o6bito dos animais comegou a ocorrer em torno do terceiro dia apos
o inicio do tratamento. As trés cepas de camundongos tiveram um pico de

morte em torno do sexto dia apos a injegdo do quimioterapico. Os animais

tipo selvagem e nocaute responderam igualmente quanto a mortalidade
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(p=0,6); os animais Tg20 (n=33), entretanto, apresentaram uma resisténcia
maior a toxicidade da droga, sendo esta diferenca estatisticamente
significativa quando comparada ao nocaute (n=16) (p<0,005) e ao animal

tipo selvagem (n=15) (p<0,001) (Figura 23).
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Legenda: Camundongos ZPrnp™* (n=15), ZPrmp®° (n=16) e Tg20 (n=33) foram injetados
com doxorrubicina intraperitonealmete e seu tempo de sobrevida acompanhado por 42 dias.
Como pode ser observado no grafico, os animais da linhagem Tg20 (linha azul)
apresentaram maior tempo de sobrevida do que os animais tipo selvagem (linha verde) e

animais nocaute (linha vermelha).
Figura 23 - Curva de tempo de sobrevida dos animais ZPrnp®°, ZPrp*'* e

Tg20 apds o tratamento com 30 mg/kg de doxorrubicina.

Um novo grupo de camundongos foi avaliado apds este tratamento,
com uma dose de doxorubicina de 20 mg/kg. Neste experimento verificamos
que a sobrevivéncia dos animais nocaute (n=35) é muito menor, quando

comparados aos animais do tipo selvagem (n=27) (p=0,008).
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Ja entre nos animais Tg20 (n=10), ndo ocorreu nenhum o6bito, dado
que é estatisticamente diferente das outras duas cepas (p<0,03). Os animais
ZPran"+ e ZPrnpO/0 comegaram a morrer em torno do terceiro dia ap6s o
inicio do tratamento. A sobrevivéncia apds 42 dias de tratamento nao
ultrapassou 25% nos animais ZPrnpO’0 e foi de 63% para os animais tipo

selvagem (Figura 24).
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Tempo de Tratamento (dias)

Legenda: Camundongos ZPran"+ (n=27), ZPrnpO’O (n=35) e Tg20 (n=10) foram injetados
com doxorrubicina intraperitonialmete e avaliados por 42 dias. Nao houve nenhum 6bito nos
animais Tg20 (linha azul). Ja cerca de 37% dos animais tipo selvagem (linha verde) e 75%

dos animais nocaute (linha vermelha) morreram.
Figura 24 - Curva de tempo de sobrevida dos animais ZPrnpo’o, ZPran’/+ e

Tg20 apds o tratamento com 20 mg/kg de doxorrubicina.

Resultados semelhantes foram obtidos quando diminuimos a dose de
doxorrubicina para 15 mg/kg. Apesar do tempo de sobrevida aumentar
quando este grupo é comparado com o grupo que recebeu 20mg/Kg de

doxorrubicina, continua havendo um tempo de sobrevida maior dos animais
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tipo selvagem (n=20) quando comparados aos ZPrnp®° (n=15) (p<0,001).
Por sua vez, os animais Tg20 (n=10) continuaram apresentando uma melhor
sobrevida a este tratamento que os nocautes (p<0,001). Nesta concentragao
da droga, os animais Tg20 nao apresentaram tempo de sobrevida

estatisticamente diferente dos do tipo selvagem (p<0,2) (Figura 25).
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Legenda: Camundongos ZPrnp™* (n=20), ZPrmp®° (n=15) e Tg20 (n=10) foram injetados
com doxorrubicina intraperitonialmete e avaliados por 42 dias. Todos os animais Tg20 e
80% dos tipo selvagem sobreviveram ao tratamento. Os animais nocautes por sua vez

apresentaram uma sobrevivéncia de apenas 30%.

Figura 25 - Curva de tempo de sobrevida dos animais ZPrnp®°, ZPrnp** e

Tg20 apos o tratamento com 15 mg/kg de doxorrubicina.

Na dose de 10 mg/kg, ndo houve mortalidade entre os animais Tg20
(n=9) e naqueles do tipo selvagem (n=15). Os animais nocaute (n=13)
apresentaram 70% de sobrevivéncia ao fim do tratamento, sendo essa
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado aos

animais tipo selvagem (p=0,002) e Tg20 (p=0,07) (Figura 26).
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Quando finalmente foi aplicada a dose de 7,5 mg/kg de doxorrubicina,
todos os animais das trés cepas estudadas (n=10 para cada grupo)

sobreviveram apos 42 dias de tratamento (dado ndo mostrado).

100,0—

1 Tg20

= ] ZPrnp ++
'] ZPrmp 010
80,0+

60,0

40,0

Sobrevivéncia (%)

20,0

oo

T | T T T
o 7 14 2 28 35 42

Tempo de Tratamento (dias)

Legenda: Camundongos ZPrnp”+ (n=15), ZPrnpO’0 (n=13) e Tg20 (n=9) foram injetados com
10mg/kg de doxorrubicina intraperitonialmete e avaliados por 42 dias. Todos os animais tipo
selvagem (linha verde) assim como os Tg20 sobreviveram ao tratamento. Ja entre os

animais nocaute a sobrevivéncia foi cerca de 70%.

Figura 26 - Curva de tempo de sobrevida dos animais ZPrnp®°, ZPrnp** e

Tg20 ap0os o tratamento com 10 mg/kg de doxorrubicina.

B Animais EPrnp”, EPrnp** e EPrnp™

Iniciamos os estudos com uma segunda linhagem de animais nocaute
de PrP® (MANSON et al. 1994). Isto foi necessario pois os animais ZPrnp*",
Prnp®° e Tg20 possuem um background genético misto (C57/BI10 x 129Sv).
Este segundo grupo de animais sdo uma geragao posterior de nocautes para
PrP®, cuja delecdo do gene Prnp foi conduzida de maneira diferente daquela
do primeiro grupo e além disso, estes camundongos possuem background
proveniente de uma unica linhagem (C57/BI10) (como mostrado em
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Casuistica, Material e Métodos, figuras 6 e 7). Iniciamos o tratamento
destes camundongos com a dose de 15 mg/kg de doxorrubicina, pois como
descrito para o primeiro grupo de animais, esta quantidade da droga permitia
diferenciar a sensibilidade a doxorrubicina de acordo com a expressao de
Prp°©.

Surpreendentemente observamos que este grupo de animais, cujo
background genético é C57/BI10, apresentou uma mortalidade muito maior

daquela demonstrada pelos animais avaliados anteriormente (Figura 27).
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Legenda: Camundongos EPrnp** (n=23), Eprp” (n=12) e EPrnp™ (n=18) foram injetados
intraperitonialmete com doxorrubicina e avaliados por 42 dias .Os animais com os trés
gendtipos diferentes apresentaram alta sensibilidade ao tratamento e a mortalidade foi

semelhante entre eles.

++

Figura 27 - Curva de tempo de sobrevida dos animais EPrnp**, Eprnp” e

EPrnp”* ao tratamento com 15 mg/kg de doxorrubicina.

Mesmo apo6s diminuir a dose da doxorrubicina para 10 mg/kg (Figura
28), nao foi possivel determinar uma diferenca na sensibilidade a droga
nestes 3 grupos de animais.
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Legenda: Camundongos EPrnp™* (n=16), Eprnp™ (n=20) e EPrnp”* (n=16) foram injetados
intraperitonialmete com doxorrubicina e avaliados por 42 dias. Os animais com os trés

gendtipos diferentes apresentaram uma sobrevida semelhante e de cerca de 35%.

+/+

Figura 28 - Curva de tempo de sobrevida dos animais EPrnp**, EPrnp™ e

EPrnp"+ ao tratamento com 10 mg/kg de doxorrubicina.

4.111.2 Avaliacdo do tecido cardiaco dos camundongos tratados com

doxorrubicina

A Avaliacao por hematoxilina e eosina (HE)

Ao fim do tratamento de 42 dias com doxorrubicina, os animais
sobreviventes foram sacrificados e seus coragdes removidos, fixados em
formalina tamponada fosfatada 10% e emblocadas em parafina. Foram feitos
cortes de 4um, fixados em laminas de vidro e os tecidos corados pelo
método de hematoxilina e eosina (HE) para visualizagdo das possiveis
alteragdes cardiacas causadas pelo tratamento com a doxorrubicina (Figura

29).
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A principio, este método n&o detectou anomalias no tecido cardiaco

dos camundongos ZPrnp**, ZPrmp®° e Tg20 sobreviventes ao tratamento

com diferentes doses de doxorrubicina.

§4 30 gy
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Legenda: Os animais foram submetidos & uma unica dose de Doxrrubicina intraperitoneal e
observados por 42 dias consecutivos. Apos este periodo, eles foram ortotanasiados e seus
coragdes foram removidos e fixados. A figura mostra cortes (4um) do ventriculo esquerdo
dos camundongos apds coloragdo por hematoxilina e eosina. As doses do antraciclico
utilizadas estado a direita das figuras e as respectivas linhagens de camundongons estao

assinaladas acima das colunas. Barra: 100um
Figura 29 - Cortes histolégicos de coracdo de camundongos apoés

tratamento com doxorrubicina.
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B Avaliacdo de morte celular por apoptose

O tecido cardiaco proveniente dos animais sobreviventes ao
tratamento com doxorrubicina foi tratado como descrito no item 11.2.1 e
corado com o kit CardioTACS (Chemicon) para visualizagdo de nucleos
marcados, indicativos da presenca de morte celular por apoptose.

Podemos observar na Figura 30 que ndo ha uma diferenga na
presenca de nucleos apoptédticos nos animais tipo selvagem (ZPrnp*’*)
quando comparados aos animais nocaute para a proteina prion celular
(ZPrnp®°) apds o tratamento com 15 mg/kg de doxorrubicina. No entanto,
percebe-se um aumento na quantidade de nucleos apoptéticos no tecido de
animais ZPrnp** e ZPrnp®° apds o tratamento com doxorrubicina quando
comparados com seus respectivos controles sem tratamento. Ja o animal
que tem expressdo aumentada da proteina prion celular (Tg20), apresenta
menor quantidade de células em apoptose tanto no controle quanto apos o
tratamento com doxorrubicina, o que nos leva a acreditar que a alta

expressdo de PrP° possa protegé-los contra a morte celular por apoptose

dos cardiomidcitos.
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Legenda: A esquerda estdo os cortes de tecido cardiaco controle de camundongos
tratados apenas com PBS. A direita, corte de tecido cardiaco dos animais tratados com uma
dose unica de 15 mg/kg de doxorrubicina por 42 dias. Os nucleos apoptéticos encontram-se

marcados de azul e os nicleos de células saudaveis de rosa claro (Kit-cardioTACS®). O

controle positivo da reagéo foi feito segundo o protocolo do fabricante (R&D Systems,
USA), com a utilizagéo de corte de tecido tratado com DNAse.
Figura 30 - Marcagao de nucleos apoptoticos em tecido cardiaco de animais

tratados com doxorrubicina por 42 dias.
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Para que pudéssemos quantificar esses nucleos, utilizamos o
software ImagedJ versédo 1.32c (NIH, USA) para a contagem dos pixels dos
nucleos apoptéticos apds a marcacdo com o kit cardioTACS®. Para tanto,
normalizamos o controle positivo da reagao como tendo 100% de nucleos
marcados e o0s espécimes avaliados foram comparados com o controle
positivo (Figura 31). Para essa contagem dos nucleos apoptéticos, foram
utilizados cortes de tecido cardiaco de 3 animais de cada linhagem, onde
foram feitos 3 cortes seriados de cada um dos coragdes. Foram obtidas
cerca de 20 imagens de cada coragao e o valor dos pixels foi obtido por

média aritmética.
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Legenda: Os camundongos foram tratados com 15 mg/kg de doxorrubicina intraperitoneal
durante 42 dias. Apds esse periodo, seus coragdes foram removidos, cortes de 4um foram
feitos e os nucleos apoptéticos marcados com o uso do kit cardioTACS®. O nucleos
apoptoticos foram contados e a porcentagem de ndcleos marcados no tecido
correspondente ao controle positivo foi considerada 100%. Os valores encontrados para os
tecidos dos animais tratados com doxorrubicina sdo relativos ao do controle positivo. C

corresponde ao controle positivo da reagao.

Figura 31 - Contagem da porcentagem de nucleos apoptéticos no tecido

cardiaco dos animais tratados com 15mg/kg de doxorrubicina.
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Como pode ser visto no grafico da Figura 31, os animais Tg20
parecem apresentar menor porcentagem de nucleos apoptéticos quando
comparados aos animais tipo selvagem e nocaute o que esta de acordo com
os dados apresentados na Figura 30.

A morte de células cardiacas nos animais tratados com 15mg/kg de
doxorrubicina por 42 dias também foi avaliada pela ativacdo de caspase 12.
Para tanto, extratos protéicos totais de coragdes removidos dos animais
ZPrnp*’*, ZPrnpO’0 e Tg20 foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida e transferidos para membrana de nitrocelulose para posterior
marcagao com o anticorpo contra caspase 12 ativada.

Como podemos observar na Figura 32, o animal deficiente para a
proteina prion celular (ZPrnpO/O) apresentou niveis basais de caspase 12
ativada maiores que os demais animais, o que pode vir a explicar sua maior
susceptibilidade a droga quando comparado aos animais tipo selvagem e os
animais Tg20.

No entanto, um fato curioso se deu no animal tipo selvagem, onde a
expressao de caspase 12 praticamente nao foi detectada em niveis basais e
um ligeiro aumento foi observado apds o tratamento com a doxorrubicina.
Este resultado é o oposto daquele ocorrido com os animais Tg20, onde ha
maior expressao de caspase 12 ativada nos animais nao tratados com a
droga quando comparada a expressdo destes animais tratados com 15

mg/kg de doxorrubicina.
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Legenda: Western Blot dos extratos totais proteicos de coragdo dos animais tratados com
doxorrubicina, marcados com o anticorpo anti-caspase 12 (parte superior) e seu respectivo
grafico de densitometria (parte inferior). Os animais ZPrnpo’O apresentam niveis de
caspase 12 ativada mais elevados do que animais das duas outras linhagens, ZPrnp+/+ e
Tg20, tanto antes quanto ap6s o tratamento com doxorrubicina.

Figura 32 - Quantificagdo dos niveis de caspase 12 ativada nos

+/+

camundongos ZPrnp*"*, ZPrmp®° e Tg20, antes e depois do tratamento com

15 mg/kg de doxorrubicina por 42 dias.
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5 DISCUSSAO

Sabe-se que PrP® esta associado a protegdo contra estresse
oxidativo e que células de origem neuronal obtidas de animais nocautes para
esta proteina exibem maior suscetibilidade a radicais livres e a outras
agressdes (BROWN et al. 1997a, 1997b, 1997c). PrP® protege contra a
apoptose neuronal mediada por Bax em culturas primarias de neurdnios
humanos. A delegcdo de quatro octapeptideos, bem como as mutacgdes
D178N e T183A no PRNP suprimem completa ou parcialmente o efeito
neuroprotetor de PrP® (BOUNHAR et al. 2001).

Esta amplamente estudado e aceito o fato de que os radicais livres de
oxigénio gerados durante o ciclo de redugdo da doxorrubicina séo os
responsaveis pelos danos causados no coragao (JULICHER et al. 1985;
VENDITTI et al. 1998; SINGAL e ILISKOVIC 1998). Isso ocorre, porque a
geracao de radicais livres de oxigénio pela doxorrubicina e seu metabdlito
téxico doxorrubicinol, acumulam-se no tecido cardiaco, que tem baixos
niveis de anti-oxidantes (DE JONG et al. 1991). Como PrP® pode atuar
como um agente antioxidante ao se ligar a ions cobre e entdo atuar como
uma enzima SOD Cu/Zn (BROWN e BESINGER 1998), sugerimos que
concentracbes de PrP® diferentes ou o tipo de proteina expressa (com
quatro ou cinco repeticdes de octapeptideos associados ao polimorfismo no
cddon 129) possam atuar no tecido cardiaco protegendo-o contra o estresse

causado por pela doxorrubicina.
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Como a regidao de octapeptideos repetidos parece estar envolvida
mais especificamente com essa possivel protecdo contra o estresse
oxidativo ao se ligar a ions cobre, a presencga de quatro ou cinco repeticoes
na molécula de PrP°® humana pode determinar maior ou menor protecdo
contra os efeitos cardiotoxicos causados pela doxorrubicina, mais
especificamente o doxorrubicinol (LICATA et al. 2000). A cardiotoxicidade
causada pelo tratamento com o quimioterapico Doxorrubicina pode
comprometer a saude dos pacientes e pode ocorrer até anos apos o
tratamento ter sido finalizado (KAPUSTA et al. 2000).

Ainda n&o existem estudos dos efeitos cardiotoxicos da doxorrubicina
em relacdo a presenca de cinco ou de quatro octapeptideos na PrP® e a
presenca do aminoacido valina ou metionina na posicao 129 desta proteina.
Foi descrito que a presenga do aminoacido metionina por exemplo, na
doenga de parkinson iatrogénica (GOSSRAU et al. 2005), leva a uma
diminuicdo dos tremores caracteristicos da doenca, quando comparados
com individuos doentes que eram heterozigotos (M129V). Além disso, sabe-
se que na nova variante de CJD (WONG et al. 2000), a presenca do
aminoacido valina em homozigozidade parece ter efeito protetor.

Os dados de levantamento de prontuario de pacientes do Hospital
A.C.Camargo e seus respectivos ecodopplercardiogramas foram
comparados com os dados genéticos para a verificagdo das possiveis
correlacdes entre a presenca ou nao de cardiotoxicidade com o perfil

genético do gene PRNP.
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Em nossa amostra de 162 pacientes, avaliamos uma grande
variedade de neoplasias soélidas e hematopoiéticas, distribuicdo equivalente
quanto ao sexo dos pacientes e todos fora de tratamento quimioterapico ha
pelo menos 5 anos. Além disso, ndo havia nenhum paciente em idade
avancgada, o que poderia inferir em danos cardiacos decorrentes da idade.

A porcentagem de individuos (9,7%) com a presencga da delecdo de
um octapeptideo repetido esta de acordo com a distribuicio em uma
populagédo normal (cerca de 10%) (DOH-URA et al 1989), e a dose total de
antraciclico dos pacientes também se enquadra dentro da dose maxima
recomendada de 600mg/m? de area corpdrea.

Nossos dados mostram que ha uma alteracdo na FEVE nos unicos
dois individuos que apresentam o aminoacido metionina em homozigosidade
juntamente com a delecdo de um octapeptideo repetido (M129MDel). Esse
achado pode sinalizar para uma possivel associagao entre a presenca desse
polimorfismo e wuma maior sensibilidade a cardiotoxicidade pela
doxorrubicina. Entretanto, a nossa amostra ainda é pequena levando-se em
conta a frequéncia do polimorfismo com delecdo ao octapeptideo repetido.
Portanto, um numero maior de individuos deve ser avaliado para permitir ou
nao a confirmagao deste dado.

Embora preliminares, os dados deste trabalho apontam para uma
area onde o clinico no futuro podera individualizar o tratamento, pois sera
possivel, através do perfil genético do paciente, adequar o tratamento de

acordo com sua maior ou menor sensibilidade as drogas de acordo com o
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tipo de tumor ou doenca apresentado, diminuindo os efeitos toxicos de uma
determinada droga com a sensibilidade individual ao tratamento proposto.

Nossas culturas celulares foram um desafio durante a realizacao
deste projeto. Inicialmente, tentamos as culturas primarias de camundongos,
que nao é uma cultura trivial e na qual foi investido muito tempo. Na
literatura existem diversos trabalhos com culturas primarias de
cardiomiocitos de rato, mas pouco ou quase nenhum dado com culturas de
camundongos. Por fim conseguimos estabelecer este tipo de cultura nos
animais tipo selvagem. No entanto, quando partimos para os animais
nocaute para a PrP® (ZPrnp®®), nos deparamos com um obstaculo: as
células nao suportavam o tratamento enzimatico estabelecido para seu
cultivo e nossos experimentos tiveram entido que ser suspensos com este
tipo celular. Embora tivessem sido tentados varias concentracdes diferentes
de tratamento enzimatico, as células de animais nocaute sofrem muito mais
com este tipo de cultivo. Isso pode ser devido ao fato das defesas
antioxidantes presentes nos coracdes desses animais estarem alteradas
pela auséncia de um mecanismo mais completo de homeostase celular
representado pela PrP°.

Embora nossos dados experimentais com calcio indicassem que as
culturas primarias de cardiomidcitos provenientes de animais tipo selvagem
(ZPrnp™"*) estivessem viaveis e fisiologicamente ativas, ndo era possivel
prosseguirmos com os experimentos, pois nao tinhamos células deficientes

de PrP° para a comparacgao funcional.
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Apos pesquisa na literatura, encontramos uma linhagem celular de
cardiomiécitos de rato imortalizada, a H9c2. Varios trabalhos ja haviam sido
descritos com esta linhagem e achamos entdo que seria uma boa
abordagem experimental, ja que nao havia nenhuma linhagem de
cardiomiécitos de camundongo disponivel comercialmente. Estabelecemos a
tolerancia de células H9c2 ao antibidtico G,,3 que pretendiamos usar em
nossas transfecgdes celulares, bem como uma curva dose-resposta de
doxorrubicina e iniciamos a transfecc&o nesta linhagem celular.

Embora a eficiéncia de transfeccédo fosse baixa (cerca de 20%
somente), ainda assim tentamos separar as células transfectadas com os
diversos construtos de EGFP-PrP® tanto por clonagem seriada quanto por
cell sorting. Como a quantidade e a qualidade das células transfectadas n&o
era muito grande, estas ndo permaneciam fluorescentes por muito tempo,
tornando inviavel seu uso para qualquer tipo de experimento funcional
quanto a presenca de PrP®. Uma das possibilidades aventadas é que a
expressao constitutiva de EGFP seja toxica para este tipo celular. Uma outra
justificativa seria o fato de que este tipo celular requer muitos contatos
célula-célula para crescer em cultura e, ao ser feito o cell sorting, a
quantidade de células restantes era tdo pouca, que tornava inviavel o
crescimento da cultura.

Sendo assim, a linhagem celular HEK293, de origem humana, foi
nossa melhor escolha, ja que apresenta niveis de PrP® enddgena baixos e é
um tipo celular que apresenta uma eficiéncia de transfec¢ao bastante alta.

Com esta linhagem celular conseguimos uma eficiéncia de transfeccao
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superior a 50% em todos os construtos EGFP-PrP° deste estudo e clones
celulares foram isolados por cell sorting seriado. Infelizmente, ndo houve
tempo para finalizar este estudo. Entretanto, estes clones celulares seréo
uma excelente ferramenta para a continuacdo deste estudo pelo nosso
grupo.

Nos modelos animais (ZPrnp®°, ZPrnp** e Tg20) (BUELER et al.
1992) conseguimos verificar que os camundongos tratados com as inje¢des
intraperitoneais de doxorrubicina apresentaram toxicidade dose-dependente,
onde a PrP® parece participar da protecdo contra os efeitos toxicos desta
droga. Verificamos também que outra linhagem de camundongos tipo
selvagem, nocaute e homozigoto para PrP¢ (EPrmp™", EPrnp” e EPrp**)
(MANSON et al. 1994) também apresentou sensibilidade a doxorrubicina
dose-dependente, porém estas linhagens sdo mais sensiveis do que o
primeiro grupo de animais. Esses animais ndo apresentam expressdo de
PrPc, nem mesmo da proteina truncada. Essa maior sensibilidade
provavelmente ocorre devido ao seu background genético (C57/BI10x129Sv
para os ZPrnp®°, ZPrp** e Tg20 e C57/BI10 para os EPrnp™", EPrmp” e
EPrnp™*). Desta forma, acreditamos que os camundongos de background
C57/BI10 sdo mais sensiveis a doxorrubicina, o que impossibilitou a
visualizacdo de diferencas entre animais EPrnp*", EPrnp” e EPrnp** quando
a doxorrubicina foi usada nas doses de 15 e 10 mg/kg.

Para que seja possivel uma melhor vizualizagdo da diferenga de

sensibilidade entre essas duas cepas de camundongos, sera necessaria
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uma diminuicdo da dose administrada de doxorrubicina nos animais EPrnp*,
EPrnp” e EPrnp*".

Tentamos fazer uma correlagao entre a toxicidade a doxorrubicina e a
morte de cardiomidcitos nos animais ZPrnpO’O, ZPrnp"’+ e Tg20. Nao
observamos diferengas entre os animais ZPrnpo’0 e ZPrnp*’*, entretanto, os
animais Tg20 apresentam uma aparente resisténcia a apoptose por
doxorrubicina quando comparados com 0s animais ZPrnpo’0 e ZPrnp*’*.
Estes dados sao preliminares, mas devem ser continuados dentro do grupo.

Pouca atencdo tem sido dada a apoptose mediada pelo reticulo
endoplasmatico (RE). O reticulo sarcoplasmatico (SR), que é uma forma
especializada do RE, mantém os niveis de calcio nos cardiomiécitos para a
correta contratibilidade. Sabe-se que um aumento no calcio intracelular
aumenta significativamente a susceptibilidade a apoptose via ativagao da
caspase 12, localizada no lado citoplasmatico do SR (NAKAGAWA et al.
2000; NAKAGAWA e YUAN 2000). Além disso, o estresse oxidativo agudo e
crébnico causado pela doxorrubicina in vivo pode induzir a apoptose via
caspase 12 do SR, uma possibilidade que ainda nao foi investigada.

Similaridades entre o dominio homadlogo da proteina Bcl-2 (BH2) e os
octapeptideos repetidos sugerem que PrP® tem um importante papel na
sobrevivénica ou na morte celular. O dominio BH2 ja foi visto como mediador
da interacao entre as proteinas Bcl-2 e Bax, e também é o responsavel pela
protecdo do Bcl-2 contra a morte celular mediada por Bax. Além disso, o
domino carboxi-terminal da proteina Bcl-2 interage com PrP® em sistemas

hibridos de leveduras, como visto por KURSCHNER e MORGAN (1995 e
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1996). Sendo assim, é possivel que PrP® atue como membro da familia Bel-
2 (ZOMOSA-SIGNORET et al. 2008).

Os resultados da analise da ativacao de caspase em nossos modelos
animais tratados com doxorrubicina (ZPrnp®°, ZPrnp™* e Tg20) ndo foram
conclusivos. Isso ocorreu em funcédo da diferenga entre os niveis basais de
caspase 12 ativada nos 3 grupos de animais. Interessantemente os animais
ZPrnpo’0 sao aqueles que apresentam valores basais maiores de caspase 12
ativada quando comparados aos camundongos ZPrnp"’+ e Tg20. Este fato
pode ser um dos responsaveis pela menor resisténcia desta linhagem ao
tratamento com a doxorrubicina, pois a ativagao da caspase 12 pode levar a
um aumento da morte celular por apoptose.

Dados da literatura demonstram que uma linhagem de cancer gastrico
resistente a doxorrubicina apresenta niveis mais elevados de PrP® do que
células néao resistentes (DU et al. 2005), e corroboram a significancia do
presente estudo no que tange a possivel protegao da PrPC contra o estresse
oxidativo causado pela doxorrubicina. Sendo o coragdo um 6rgao muito
afetado em tratamentos quimioterapicos com uso de antraciclicos, num
futuro préximo sera possivel a individualizagdo do tratamento oncoldgico,
com a utilizagdo de ferramentas de mapeamento genético para minimizar os
efeitos colaterai das drogas e para otimizar o efeito destas drogas nos
tratamentos a serem feitos.

Desta forma, acreditamos que os resultados apresentados apontam
para um possivel papel protetor de PrP® , notadamente no coracao, atuando

como protetor antioxidante. Este dado além de corroborar com a literatura
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acrescenta um resultado inédito por avaliar o tecido cardiaco, nunca antes
avaliado para estabelecer fungdes de PrPC. Portanto, este trabalho agrega a

literatura mais evidéncias da relevancia bioldgica de PrP¢ .
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6 CONCLUSOES

o A delecédo de um octapeptideo repetido associada com a homozigose
do aminoacido metionina no codon 129 (M129Mdel) parece estar
relacionada a uma maior susceptibilidade dos individuos submetidos
a quimioterapia com o antraciclico Doxorrubicina a desenvolverem
problemas cardiacos, notadamente alteragdes na fragéo de ejecéo do
ventriculo esquerdo (FEVE);

° Foram construidas ferramentas importantes para trabalhos futuros:
células HEK293 transfectadas com construtos pEGFP-PrPC com
polimorfismos na regidao de octapeptideos repetidos e no cédon 129
para posterior investigagcao das fungdes fisioldgicas de PrPc;

o Animais nocautes para PrP® sdo mais sensiveis ao tratamento com
doxorrubicina do que os animais tipo selvagem para a proteina;

o Animais que tém expressdo aumentada de PrP° sdo mais resistentes
ao tratamento com doxorrubicina do que os animais tipo selvagem;

o A sensibilidade ao tratamento com a doxorrubicina é dose
dependente nos animais deste estudo;

o Experimentos preliminares demonstraram que animais que tém
expressdo aumentada da proteina PrP® possuem niveis de caspase
12 ativada basais e apds o tratamento com doxorrubicina, mais baixos
do que os animais nocautes para a proteina, o que pode explicar sua

maior resisténica ao tratamento quimioterapico.
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7 PERSPECTIVAS

o Aumentar a quantidade de pacientes do estudo, para que possa ser
verificada a tendéncia a alteracbées na FEVE em pacientes tratados
com doxorrubicina e com o polimorfismo M129Mdel;

. Aumentar a quantidade de animais EPrnp"", EPrp” e EPrnp™*
tratados com doses mais baixas do que 10mg/kg de doxorrubicina,
para verificar em qual faixa de dose ja é possivel a verificagdo de
diferencas quanto a toxicidade causada pela administracdo de
doxorrubicina intraperitoneal,

. Dar continuidade ao estudo com células HEK293 transfectadas com
os construtos deste estudo, principalmente verificando a toxicidade a
Doxorrubicina em diferentes doses e correlaciona-la aos

polimorfismos.
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