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RESUMO

A proteina prion celular (PrPc) é uma isoforma de uma proteina infecciosa conhecida por
seu envolvimento na encefalopatia espongiforme bovina (doenga da vaca louca) e pela
possivel transmissdo para 0 homem. O mecanismo de propagacao da infecgdo resulta da
modificagdo conformacional da proteina celular pela forma infecciosa, e portanto sem
envolvimento de material genético do agente infeccioso. PrPc € expressa em todos os
tecidos e sua estrutura primaria apresenta uma grande similaridade entre as espécies, o que
sugere que PrPc deva cumprir um papel fisiolégico importante, o qual ainda esta sendo
investigado. Nosso grupo caracterizou recentemente a proteina prion celular como um novo
ligante de laminina (LN) e que esta interag¢do esta envolvida em processos de plasticidade
neuronal. A interagdo de PrPc ocorre num decapeptideo da regido amino-terminal da cadeia
v-1 de LN.Dada a importincia da laminina nos processos tumorais e a pouca informag¢ao a
respeito do papel de PrPc, pareceu-nos bastante relevante avaliar se a intera¢do de PrPc
com a LN poderia participar da adesdo de linhagens celulares normais, transformadas e
metastaticas (NIH3T3, NIH3T3jun, NIH3T3ras, SKMel, A2058, C6). Avaliamos ainda a
participagdo de PrPc nos processos de migra¢do e colonizac¢do in vitro utilizando-se de
células NIH3T3ras. Demostramos que o bloqueio de prion celular na superficie de células
normais e tumorais inibe sua adesdo a laminina e ao peptideo da cadeia y-1 de LN. A
especificidade para o evento é mostrada pela auséncia de efeito quando fibronectina (FN),
que sabidamente ndo liga PrPc, é usada. Como esperado, anticorpos contra a cadeia
integrina  B-1 nibem a adesdo celular em LN e FN. Curiosamente, estes anticorpos
bloqueiam a adesdo celular ao peptideo da cadeia y-1 de LN, que nunca foi descrito na
literatura como ligante de integrinas B-1, sugerindo que a cadeia integrina B-1 esta também
relacionada, direta ou indiretamente, com este dominio da LN no processo de adesdo
celular. Culturas primarias de fibroblastos de camundongos normais e de animais que
tiveram o gene de PrPc removido (PrPc’/.) foram usadas para que entendéssemos melhor a
participagdo de PrPc na adesdo celular a LN. As células derivadas de animais normais

tiveram 0 mesmo comportamento descrito para as linhagens celulares ja estudadas.
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Entretanto, células derivadas de animais PrPc/. ndo aderem ao peptideo da cadeia y-1 de
LN nem a LN. Células normais e PrPc0/0 expressam integrina B-1, aderem em FN e esta
adesdo € inibida por anticorpos anti integrina B-1, indicando que ambas tém integrinas B-1
funcionais. Portanto especulamos que neste modelo de adesdo, a interagdo PrPc-LN
procede ou modula direta ou indiretamente a associagdo da cadeia integrina B-1 a LN. O
bloqueio de PrPc em células NIH3T3ras inibe sua migragdo tanto para LN como para o
peptideo da cadeia y-1 de LN em cerca de 85%. Entretanto, este bloqueio ndo tem nenhum
efeito sobre a migragdo em FN. Ensaios in vivo foram conduzidos para avaliar se o
bloqueio de prion celular da superficie de células NIH3T3ras poderia impedir sua
colonizagdo em pulmdes de camundongos das cepas Balb/c e Sui¢os. Nossos resultados
mostram que quando comparados com controles os animais injetados com células onde
prion celular € bloqueado apresentam redugao de 50% no numero de colonias pulmonares.
Portanto, nossos resultados sugerem que a interagdo prion celular-laminina esta envolvida

nos eventos de adesdes, migragdes e colonizagdes pulmonares.



ABSTRACT

Cellular prion protein (PrPc) is a normal cell membrane sialoglycoprotein whose function is
under investigation. We have recently observed that PrPc 1s a saturable, specific, high-
affinity receptor for laminin (LN) and its binding site resides in a carboxy-terminal
decapeptide (RNIAEIIKDI) from the y-1 LN chain. Herein we investigated the role of the
PrPc-LN interaction in the adhesion of normal, transformed and metastatic cell lines
(NIH3T3, NIH3T3c-jun, NIH3T3ras, SKMel, A2058 and C6). The PrPc participation on
tumoral metastatic cell line (NIH3T3ras) migration in vifro and lung colonization in vivo
was also investigated. Our data showed that PrPc impairment with specific antibodies
blocked cell adhesion to LN or to the decapeptide from the y-1 LN chain by 80%, no
inhibition was observed when fibronectin was used as substratum. As expected, antidodies
against B-1 integrin chain were able to block cell adhesion to LN. However, they blocked
adhesion to the decapeptide from the y-1 LN chain, which should not be a binding site for
integrins. Primary culture fibroblasts from normal and PrPc deleted mice were used to
better understand the PrPc participation on LN cell adhesion. Cells derived from normal
mice had the same behavior of the cell lines previously studied. However, PrPc deleted
cells did not adhere either on y-1 LN decapeptide or whole LN. Normal and PrPc deleted
cells express B-1 integrin, adhere on fibronectin and this adhesion was inhibited by anti B-1
antibodies, indicating that they have fuctional B-1 integrins. Therefore we speculated that
PrPc interaction with LN, in these experimental conditions was necessary to trigger cell
adhesion. PrPc impairment blocked NIH3T3ras cell migration through laminin and peptide
from the y-1 LN chain-coated membranes by 85%. However, it did not have any effect on
migration to fibronectin. We procedure experiments in vivo in an attempt to understand the
role of PrPc on NIH3T3ras cell lung colony formation. We observed that when PrPc at the
cell surface is blocked with specific antibodies the lung colonization decreased by 50%.
These findings suggest that PrPc interaction with LN might participates on cell adhesion,

migration and invasion.
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ABREVIACOES E SIGLAS

BSA . Albumina sérica bovina

CN Colageno

CID Disease Creutzfeldt-Jakob

CO; Dioxido de carbono (gas carbonico) ou anidrido carbonico

D.O Absorbancia 6tica

DMEM Meio de Cultura para linhagens celulares (Dulbecco’s Modified
Eagle Médium)

DMSO Dimetilsulfoxido

EDTA Acido Etilenodiaminotetracético

EHS Rabidomiosarcoma Engelbreth-Holm-Swarm

ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay

FACS Flow cytometric analysis

FFI Insonia familial fatal

FITC Isotiocianato de fluoresceina

FN Fibronectina

GSS Disease Gerstmann-Striussler-Scheinker

IeG Imunoglobulina do tipo G

LN Laminina-1 murino

MEC Matriz Extracelular

NEM N-ethylmaleimide

PAGE-SDS Eletroforese em gel de poliacrilamida com duodecil sulfato de sodio



PBS
PBS-BSA
PBS-EDTA
PM

PMSF

PrP*

PrP*

RPMI

SDS
SFB
TSE

Uu.Vv.

vii
Tampao salina-fosfato

PBS com 0,5, 1 ou 2% de BSA
PBS com 0,02% EDTA

Peso Molecular

Fluoreto de fenol metil sulfonata
Proteina prion celular

Isoforma infecciosa da proteina prion celular, denominada prion
scrapie

rotagdes por minuto

Meio de Cultura para linhagens celulares (Roswell Park Memorial
Institute)

Dodecil Sulfato de Sodio
Soro Fetal Bovino
transmissible spongiform encephalo/encefalopatia espongiforme

Radiagdo ultra violeta
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1. INTRODUCAO

1.1 - A Proteina prion celular (PrPc)

A degeneragdo e a deposi¢do de material amildide no sistema nervoso central sdao
caracteristicas comuns de um grupo de doengas que atingem tanto o homem (kuru, doenga
de Creutzfeldt-Jakob - CJD, doenca de Gerstmann-Straussler-Scheinker - GSS e insonia
familial fatal - FFI) como animais (scrapie, encefalopatia espongiforme bovina,
encefalopatia transmissivel do vison e doenga debilitante cronica). Destas, CJDs e FFI sao
os unicos exemplos conhecidos até o momento de doengas humanas infecciosas e ao
mesmo tempo hereditarias. Embora a etiologia deste grupo de doengas tenha permanecido
obscura durante muitos anos, sendo atribuida a infec¢@o por virus ou virdides, sabe-se hoje
que elas sdo causadas pelo acumulo intracerebral progressivo de uma proteina
extremamente insolivel conhecida como prion (PRUSINER 1998).

A natureza fisico-quimica do agente responsavel pelas TSEs tem sido intensamente
estudada. A observag@o de sua total resisténcia a altas temperaturas, tratamento por agentes
desnaturantes como o formaldeido, radia¢des ultravioleta, e raio X, levaram a proposta de
que € composto apenas de proteina sem nenhum acido nucléico envolvido. Isto o distingue
de todos os agentes patogénicos conhecidos até o momento (PRUSINER 1998).

Em meados da década de 80 o agente infeccioso foi purificado do cérebro de
pacientes portadores de CJD (PRUSINER et al. 1982; 1983). Este possui as mesmas
caracteristicas descritas por Grifft (1967), citado por WEISSMANN (1994), quanto a
resisténcia a agentes que degradam acidos nucléicos, o que levou PRUSINER et al. (1982)
a designa-lo “proteinaceus infectious particles” ou prions.

Particulas infecciosas purificadas foram utilizadas na produg¢do de anticorpos
monoclonais. Curiosamente, estes anticorpos reconheceram uma proteina de 33-35 kDa,
presente tanto nos cérebros de animais normais como nos infectados (OESH et al. 1985;
BARRY e PRUSINER 1986). A molécula infecciosa € bastante resistente a agido de

enzimas celulares denominadas proteases, enquanto que a proteina presente nos cérebros de



animais normais era totalmente degradada, o que permite concluir que existia uma isoforma
celular normal da proteina infecciosa.

A proteina expressa constitutivamente no sistema nervoso central ¢ chamada de
prion celular (PrPc), enquanto que a depositada no cérebro dos animais infectados €
denominada de prion scrapie (PrPsc). Apos a digestdo de PrPsc com proteinases tem-se
uma forma truncada, chamada de PrP 27-30 (OESH et al. 1985).

Foi demonstrado posteriormente que o PrPc € uma proteina de superficie celular,
ligada a face externa da membrana plasmatica dos neurénios por uma ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (STAHL et al. 1987).

A purifica¢do do agente infeccioso permitiu o seqiiénciamento dos amino acidos da
extremidade amino-terminal da molécula e a deducdo e sintese das possiveis combinagdes
de oligonucleotideos capazes de codificar este fragmento da proteina. Estas foram usadas
como sondas na busca do gene codificador da proteina (OESH et al. 1985; CHESEBRO et
al. 1985) e mostraram que este ¢ um gene cromossomal e ndo exodgeno. Este fato
comprovou que a particula infecciosa ¢ realmente produto de um gene do hospedeiro, o
qual esta localizado no brago curto do cromossomo 20 humano e no cromossomo 2 do
camundongo (OESH et al. 1985; CHESEBRO et al. 1985). A analise da sequéncia
nucleotidica do gene de camundongo mostrou que ele € formado por dois exons, separados
por um intron com aproximadamente 10 kb. O primeiro exon tem 56-82 pares de bases e o
segundo cerca de 2 kb, onde estd contida toda a fase aberta de leitura (BASLER et al.
1986). Estes achados, juntamente com o seqiiénciamento da extremidade amino-terminal do
PrPc e do PrPsc, mostrando seqiiéncias idénticas de amino acidos (TURK et al. 1988),
sugerem que as diferengas entre o PrPc e PrPsc sdo provenientes de modificagdes pos-
traducionais.

PRUSINER (1998) propds que quando prion era introduzido em células normais,
seria capaz de converter moléculas de PrPc em PrPsc através da formacdo de dimeros.
Segundo este autor, a ligagdo do PrPsc ao PrPc poderia impor uma mudanga de
conformagdo neste ultimo, transformando-o em outra molécula de PrPsc. Desta forma, de
acordo com este modelo, a infeccdo € produtiva porque novas moléculas de PrPsc sdo
exponencialmente geradas a partir de PrPc. O acimulo de PrPsc insoluvel é provavelmente

um dos eventos que levam a morte neuronal (MCKINLEY et al. 1987).
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A prova definitiva da participagdo de PrPc no processo infeccioso foi dada quando o
grupo de Charles Weissamn (BUELLER et al. 1993) produziu um camundongo onde o
gene que codifica PrPc foi deletado, e por conseqiiéncia o animal nio expressa a proteina
celular. Este animal é completamente resistente a infec¢do por prion o que pode ser
revertido se um transgene de PrPc for introduzido.

PrPc é uma proteina extremamente conservada evolutivamente, o que pode sugerir
que tenha fungdo celular importante (BUELLER et al. 1992) entretanto, apesar do
conhecimento gerado sobre esta proteina pouco se sabe sobre sua fungdo fisiologica.
Estudos neste sentido tém sido alvo de diversos grupos de pesquisa.

Os genes que codificam a proteina prion celular humano, de hamsters,
camundongos, ratos, cabras e galinhas ja foram sequenciados (KRETZCHMAR et al. 1986;
BASLER et al. 1986; LOCHT et al. 1986; LIAO et al. 1987, GOLDMANN et al. 1990;
HARRIS et al. 1991). Todos codificam proteinas de aproximadamente 250 amino acidos,
com um peptideo sinalizador de 22 amino acidos na extremidade amino-terminal e um
peptideo hidrofobico de 23 amino acidos na por¢do carboxi-terminal, o qual € removido
durante a adi¢do de uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI).

A expressio de PrPc parece ser variavel durante as varias etapas do
desenvolvimento, como demonstrado por varios trabalhos realizados através de
hibridizagdo in situ (MCKINLEY et al. 1987, MOBLEY et al. 1988; MANSON et al. 1992;
HARRIS et al. 1993). No camundongo, o RNA mensageiro da proteina prion (mRNA PrP)
pode ser detectado no tubo neural a partir do décimo terceiro dia de vida intra-uterina,
aumentando de quantidade apos o nascimento. Estes mensageiros sdao encontrados também
nos neurdnios do neocortex, nas células de Purkinje do cerebelo, no hipocampo, na medula
espinhal, em génglios periféricos e nervos, além de neurdnios do epitélio olfatorio e da
retina (KRETZCHMAR et al. 1986; MCKINLEY et al. 1987).

Em hamsters, a concentragdo do mRNA de PrP parece estar sob a regulagdo do fator
de crescimento neuronal (NGF) (MOBLEY et al. 1988), sugerindo uma possivel
participacdo de PrPc no desenvolvimento e diferenciagdo neuronais. No entanto, o fato de
outros tecidos como intestino, rim, ldmina dental ¢ membranas extra-embrionarias também
produzirem estes mensageiros pode indicar uma fungdo celular mais ampla (MANSON et
al. 1992).



Animais onde o gene de PrPc ¢ deletado tém um desenvolvimento normal
(BUELLER et al. 1992). Entretanto, algumas alteragdes sio notadas como o bloqueio na
inibigdo rapida do receptor GABA, (4&cido y-aminobutirico tipo A), diminuigdo na
Potenciagdo de Longo Prazo (LTP) no hipocampo, COLLINGE et al. (1994) e altera¢do no
ritmo circadiano, TOBLER et al. (1996) além de perda de células de Purkinje no cerebelo e
progressivos sinais de ataxia levando a morte prematura (SAKAGUCHI et al. 1996).

PrPc parece estar envolvido na ativagdo de linfocitos mediada por mitogenos,
CASHMAN et al. (1990) e com a regulagao das concentragdes de célcio intracelular em e
neurénios (KRISTENSSON et al. 1993).

Recentemente, foi descrito que a extremidade amino-terminal de PrPc pode associa-
se com ions cobre (MIURA et al. 1996; BROWN et al. 1997). Animais deletados de PrPc
possuem 20 vezes menos cobre no cérebro que animais normais, indicando que a
associacao € fisiologica. A ligagdo com cobre € importante para a atividade catalitica de
muitas enzimas envolvidas com o estresse oxidativo, incluindo a superoxido dismutase
(SOD) (KARLIN e TYEKLAR 1993). Uma vez que células de cerebelo de animais
deletados de PrPc sdo mais sensiveis a radicais livres que células normais, foi sugerido que
PrPc possa atuar como um depdsito de ions cobre destinados a ligacdo a enzimas que
previnem o estresse oxidativo (BROWN et al. 1997). Entretanto, estudos mais recentes
demonstraram, por espectrometria de massa ndo existir diferengas na quantidade de cobre
no cérebro de camundongos que expressam diferentes concentragdes de cobre. As
atividades de SOD-1 e da citocromo ¢ oxidase em extratos de cérebros desses animais sdo
similares a de animais normais (WAGGONER et al. 2000). Desta forma a atividade de
PrPc como carreador de cobre ainda € controversa.

Uma vez que PrPc e PrPsc estdo ancorados a superficie das células e portanto sem
contato com a face interna da membrana plasmatica, sua internalizagdo deve envolver um
ligante ou receptor que promove tanto a conexdo entre PrPc/PrPsc com o interior da célula
como pode participar da conversao de PrPc em PrPsc (HARRIS et al. 1996).

Nosso grupo tem trabalhado na caracterizagdo de proteinas ligantes de PrPc na
tentativa de mapear suas funcgdes fisiologicas. Caracterizamos recentemente uma proteina
receptora de PrPc presente na superficie de neurdnios que liga PrPc tanto in vivo como in

vitro. A bloqueio desta proteina com anticorpos especificos inibe a neurotoxicidade do



peptideo 106-126 de prion humano sobre culturas primarias de celulas de hipocampo de
rato. Desta forma essa proteina poderia estar envolvida tanto nos processos fisiologicos
mediados por PrPc como no mecanismo de infec¢do desencadeado por prion (MARTINS et
al. 1997).

Numa linha de pesquisa paralela nosso grupo mostrou que PrPc € um ligante de alta
afinidade a Laminina (LN), o principal componente ndo colagénico da membrana basal.
Esta interagdo parece ser especifica uma vez que PrPc ndo liga outros componentes da
MEC como colageno (CN) e fibronectina (FN) (GRANER et al. 2000b).

Nossos resultados mostram que a interagdo PrPc-LN participa intimamente da
diferenciagdo neuronal evidenciada pela promog¢do do crescimento e manutengdo de
neuritos, tanto em linhagens celulares estabelecidas quanto em culturas primarias de
neurdnios de ratos e camundongos (GRANER et al. 2000a,b).

Como ja discutido anteriormente, PrPc é uma proteina constituinte de varios tipos
celulares e portanto suas fungdes fisiologicas ndo devem estar restritas apenas ao processo
de plasticidade neuronal. Também a LN presente de diferentes tecidos, esta envolvida com
diferentes fungdes biologicas. Desta forma podemos sugerir que o complexo PrPc-LN

possa atuar em outros eventos celulares tanto fisiologicos quanto patologicos.

1.2 - A Laminina (LN)

A LN é a maior glicoproteina presente nas membranas basais que circundam os
epitélios, vasos sanguineos, nervos e as bainhas cerebrais. Ela estd presente nos estagios
iniciais do desenvolvimento e na fase adulta, sendo sintetizada, secretada e depositada na
matriz extracelular (MEC) pelas células (LUCKENBILL-EDDS 1997).

A LN possui aproximadamente 850 kDa sendo formada por um brago longo
denominado de cadeia o (~400kDa) e outros dois menores denominados de cadeias B e vy
(~220kDa cada), o que lembra o formato de uma cruz. As trés cadeias estdo unidas por
pontes de dissulfeto e por pontes ndo covalentes (LUCKENBILL-EDDS 1997).

As regides carboxi-terminais das cadeias e y unem-se a cadeia o e conferindo a

LN uma estrutura em forma de tripla hélice (LUCKENBILL-EDDS 1997). O brago longo



ou cadeia o é composto por cinco subdominios globulares formados na porc¢ao carboxi-
terminal (esquema 1) (BECK et al. 1990). Os bragos curtos (B e ), sdo derivados da regido
amino-terminal destas cadeias separadamente, onde cada uma delas € organizada de forma
alternada de dominios ricos e pobres de cisteina. Essa composi¢@o pode sofrer variagdes de
acordo com o tecido e com sua funcionalidade (LUCKENBILL-EDDS 1997).

A obtengdo de LN (tipo 1) para esse estudo tem sido conseguida através do tumor
murino Engelbreth-Holm-Swarm (EHS), de onde € purificada por precipitagdes com alto
teor salino e filtragdes cromatograficas (PAULLSON et al. 1987). A LN também pode ser
extraida de outras fontes como placenta e células de origem endodérmica que podem ser
mantidas em culturas in vitro (TIMPL e BROW 1994). Novas isoformas das cadeias o, 3 €
y estdo sendo descritas por ENGVALL e RUOSLAHTI (1997), e as combinagGes destas
produzem 11 tipos de LN conhecidas até hoje LUCKENBILL-EDDS (1997), todas elas
arranjadas em estruturas cruciformes, semelhantes a LN-1.

A LN também pode interagir com outras moléculas da MEC como o CN tipo IV
além de ligar-se a proteinas na superficie celular (CHEN et al. 2000). Essa associagdo
resulta em inimeros fendmenos bioldgicos com adesdo, migragdo, embriogénese,
fendmenos imunologicos e hematoldgicos e no desenvolvimento de neuritos (VON DE
MARK e JUL 1985).

A LN possui varios ligantes na superficie celular que sdo divididos em dois grandes
grupos: receptores tipo integrinas e as proteinas ligantes tipo "ndo integrinas". O receptor
de 68 kDa que reconhece a sequiéncia YIGSR na cadeia B-1 da LN foi caracterizado nas
membranas de musculo esquelético e em outros tipos celulares incluindo neurdnios e €
capaz de promover a adesdo e migragdo celulares, mas ndo o crescimento de neuritos
(TAYLOR et al. 1998). Também a proteina de 110 kDa que reconhece 0 dominio IKVAV,
no brago longo da cadeia ol da LN e medeia o crescimento de neuritos (LUCKENBILL-
EDDS 1997). Outra proteina de particular interesse capaz de interagir especificamente com
a LN ¢ a proteina prion celular, que se liga no brago longo da cadeia y1 da LN na seqiiéncia
RNIAEIIKD, sendo capaz de promover a adesio de neurOnios e o crescimento e a
manuten¢ao de neuritos (GRANER et al. 2000a). Os dominios de interagdo dos receptores

nao integrinas de LN estdo mostrados no esquema 1.



Esquema 1

Modificado de YURCHENCO e O’REAR, Curr. Opinion in Cell Biology, 1994.

Esquema 1 - Representaciio esquematica da LN.



1.3 - As Integrinas

As integrinas sdo proteinas presentes nas superficies celulares que se conectam a
MEC. Estas foram descobertas na década de 80, através de ensaios que bloquearam a
adesdo celular aos componentes ligantes presentes na MEC (DEDHAR e HANNINGAR
1996).

Elas sdo formadas por duas cadeias oo e  que quando associadas, formam um
heterodimero transmembranico com dominio C-terminal intra citoplasmatico e um dominio
N-terminal extracelular (GIANCOTTI e RUOSLAHTI 1999). Quando submetidas a
eletroforese ndo redutora, separam-se nas fragdes de 95 e 130 kDa (B) e 130-210 kDa (o)
(GINSBERG et al. 1988). Sabe-se da existéncia de 16 diferentes cadeias o e 8 cadeias [ ja
foram descritas (SPRINGER 1990). A associagdo destas subunidades em heterodimeros
forma ligantes para proteinas da MEC. Algum deles sdo especificos para uma unica
proteina e outros podem ligar mais que um componente da MEC (quadro 1).

Dentre os membros da familia 3 das integrinas, podemos detectar que a subunidade
31 medeia a interagdo das células & MEC, a subfamilia 32 € restrita a leucocitos e a familia
33 é composta por duas integrinas conhecidas como alIbB3 (denominada anteriormente de
gpllb/Illa) que € expressa em megariocitos um importante mediador de adesdo plaquetaria
durante a trombose, PASQUALINI et al. (1989) e a integrina avB83 que associa células a
vitronectina (BROOKS et al. 1994).

A intera¢do mais comum das integrinas nos mecanismos de adesdo € efetuada pelo
reconhecimento do tripeptideo RGD nas proteinas da MEC como FN, CN e Vitronectina
Entretanto a interagdo das integrinas a LN n3o envolve a regido RGD, estando esta
mapeada em varios peptideos das cadeia o e B (GEHLSEN et al. 1988). Devido a sua
localizagdo transmembranica as cadeias B das integrinas podem interagir diretamente com
elementos do citoesqueleto como os microfilamentos, filamentos intermediarios € o
complexo de hemidesmossomos. Esse arranjo entre a MEC e o citoesqueleto gera um
complexo sistema de transdugdo de sinais que altera a organizagdo do citoesqueleto, a
morfologia e a motilidade celulares (QUARANTA e JONES 1991).

As células que perdem a expressdo de integrinas entram em apoptose pela falta dos

sinais gerados do meio extra para o intracelular. As perturbagdes da atividade das integrinas



contribuem para muitos processos patologicos e para progressao tumoral (LUKASHEV et

al. 1998).

No quadro abaixo, estdo relacionadas as associagGes das subunidades oo e B que

compdem os diferentes receptores de proteinas da MEC.

Quadro 1
Cadeias das  Ligantes Cadeias das Ligantes
integrinas integrinas
(ai (LN, CN)
o (CN, LN)
as (LN, CN, FN, Epi)
as  (FN*, VCAM-1) B  (MAJCAM-1)
B1 < as  (FN)
as  (LN) B+ (LN)
o« (LN?)
Olg ?
| o Bs  (VN)
Bs  (VN)
Re (N
oL (ICAM-1, ICAM-2)
B2 { oy (ICAM-1,iC3b, FB)
oax  (iC3b)
B3 oy (FN,VN,FB,VWF, TSP)
Bmw  (FN, VN, FB, VWF, TSP)
Modificado de BUCK 1995.

Quadro 1 — Esquema resumido da especificidade de ligagdo das integrinas. iC3b=

fragmento que se liga ao complemento, FB= fibrinogenio; LN= Laminina, FN=

fibronectina; FN*= dominio que se liga a célula; CN= colageno; Epi= epiligrina;

MadCAM-1= adressina mucosal; VN= vinculina, VWF= fator de von Willebrand; TSP=

trombospondina.
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1.4 - A Matriz Extracelular e a Dissemina¢ido Tumoral

A MEC ¢ uma malha composta de macromoléculas capaz de regular as fungdes
celulares, como a diferenciagdo e a expressdo de genes especificos para cada tecido. Ela
pode agir influenciando positiva ou negativamente a diferenciagdo celular, dependendo do
tipo de célula e do tecido (LIN et al. 1993). A regulagdo da MEC pode ser orquestrada por
fatores de crescimento e por horménios (LUKASHEYV et al. 1998).

As interagOes entre as células e a MEC podem ser total ou parcialmente alteradas
nas neoplasias o que pode influenciar a proliferacdo e a invasdo tumorais (DEDHAR e
HANNINGAR 1996). Durante a transicio do carcinoma invasivo in sifu, as células
tumorais penetram na membrana basal e atravessam o estroma, ganhando acesso aos vasos
linfaticos e sanguineos e entdo disseminam-se. Ha trés passos bem caracterizados nas
células tumorais que estdo envolvidos com a cascata metastatica: 1- Perda da interagdo
célula-célula, que ¢ efetuada principalmente pelas caderinas, onde os receptores especificos
vao ligar-se aos componentes da MEC, como a LN e FN; 2- Degradagdo da MEC pelas
células tumorais pela ativagdo de metaloproteinases, associada com a invasao onde a
principal caracteristica € a desorganiza¢do e fragmentagdo dos elementos do estroma e da
membrana basal e 3- Sintese dos componentes de matriz pelas células tumorais que se
locomovem para outros Orgdos apds terem viajado pelos vasos (Esquema 2). A
continuidade da invasdo necessita de ciclos repetidos dos passos descritos acima
(STOSSEL 1993; MANES et al. 2000).

Diferentes técnicas tém sido utilizadas para investigar a interagdo entre receptores
da superficie celular com a LN, como por exemplo a cromatografia de afinidade
(GEHLSEN et al. 1988) e o bloqueio de receptores ou ligantes pelo uso de anticorpos
especificos (SANCHES-MADRID et al. 1983). Os principais receptores celulares que se
ligam a LN mediando a adesdo, sdo as integrinas que reconhecem especificamente
determinadas seqii€ncias peptidicas (LUCKENBILL-EDDS 1997). Diferentes receptores de
LN ja foram descritos e esses podem ter graus de ocupag@o diferentes nos carcinomas, fato
que pode estar diretamente relacionado com a organizagdo das membranas basais dos

proprios carcinomas (LIOTTA 1990).
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Esquema 2

Interagdo Cél-MEC

Modificado de Robbins, Pathologic Basis of Disease, 1999.
Esquema 2 — Representacio esquematica da disseminacio tumoral 1 - A) Perda da
interagdo célula-célula; B) interagdo dos receptores celulares a Lamina Basal; C) Ativagao
da expressdo de metaloproteinases (MMP); D) Migra¢do. 2 - Visdo macroscopica da
disseminagdo tumoral, onde as células viajam através da via hematogénica ou linfatica

agregadas a plaquetas.
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1.5 -A interacio PrPc-LN pode estar envolvida na disseminacdo tumoral?

Os processos de adesdes e migragdes celulares sdo essenciais para a disseminagio e
para a invasdo da matriz extracelular no processo metastatico. Este é em geral regulado por
interagdes especificas entre componentes da matriz extracelular, em particular LN, com
receptores especificos da superficie da célula como integrinas e proteinas ndo relacionadas
a integrinas (LUCKENBILL-EDDS 1997).

Entretanto, apesar da extensa literatura a respeito do processo de invasdo celular
muitos pontos ainda sdo obscuros, isto pode em parte ser dado pelo desconhecimento de
todas as interagdes moleculares e celulares que participam deste complexo sistema.

Resultados do nosso grupo mostrando que PrPc interage com LN mediando os
processos de plasticidade neuronal (GRANER et al. 2000a, b), levantou a questdo sobre
quais outros eventos celulares esta interagdo seria relevante. E dada a importdncia da LN
nos processos tumorais ja discutida aqui e a pouca informagao a respeito do papel de PrPc,
pareceu-nos bastante relevante estabelecer se a interagdo de PrPc-LN poderia interferir nos
even_tos de adesdo, migragdo e colonizagdo pulmonar. _

Na tentativa de compreender as respostas biologicas da associagdo PrPc-LN,
utilizamo-nos de células epidermoides imortalizadas ou transformados com os oncogenes c- |
Jun e H-ras ativado (NIH3T3, NIH3T3c-jun, NIH3T3ras, respectivamente). Linhagens
celulares de melanoma humano (A2058 e SK-Mel-25) e de glioma de rato (C6) também
foram utilizadas, além de culturas primarias de fibroblastos provenientes de camundongos
selvagens (PrPc "/;) e que tiveram o gene do PrPc removido (PrPc’.). PrPc foi bloqueado
pelo uso de anticorpos especificos e a adesdo e migragdo celulares foram avaliadas sobre
diferentes substratos. A capacidade de colonizagdo pulmonar das células NIH3T3ras onde
PrPc foi bloqueado também foi avaliada.
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1.6. — Objetivos especificos:

D)

I

IIT)

v)

Quantificar PrPc em todas as linhagens celulares estudadas por citometria

de Fluxo;

Avaliar a capacidade de adesdo das células, frente aos substratos LN e

FN, com ou sem tratamento com os anticorpos anti-PrPc e ant1 integrina
B-1:

Avaliar a capacidade de migragdo das células, frente aos substratos LN e

FN, com ou sem tratamento com os anticorpos anti-PrPc e anti integrina
B-1;

Avaliar a capacidade de colonizagdo pulmonar de células tumorais com

ou sem tratamento com os anticorpos anti-PrPc e anti integrina B-1;
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 - Cultivo Celular:

Cada linhagem celular foi cultivada em meio de cultura apropriado, DMEM ou
RPMI (GIBCO BRL/LIFE Technology), acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB)
(CULTILAB) e mantidas em estufa de atmosfera constante de 5% de CO- a 37°C.

As células foram utilizadas para os ensaios especificos quando atingiam confluéncia
de cerca de 70% nas garrafas onde eram mantidas (CORNING 162¢m?), quando entdio eram
desprendidas das mesmas com auxilio de tripsina 0,2%, adquirida do Instituto Adolfo Lutz.

A seguir, as células foram centrifugadas a 800 rpm, o sobrenadante desprezado, as
células ressuspendidas em meio de cultura contendo 10% de SFB e levadas de volta a
estufa de COz em tubo (FALCON) contendo 2 ml de meio de cultura acrescido de SFB por
1 hora.

Apés o procedimento descrito acima, as células foram utilizadas para realiza¢ao dos

ensaios especificos.

2.2 — Linhagens Celulares e Culturas Primarias de Fibroblastos de

camundongos:

As linhagens celulares utilizadas nesse trabalho foram adquiridas do Banco do
Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Céancer e sua procedéncia esta relacionada na tabela 1.
Para as culturas primérias de fibroblastos foram utilizadas células de embrides de
camundongos selvagens e deletados do gene de PrPc (PrPc’/) gentilmente cedidos pelo Dr.
Charles Weissman (Imperial College School of Medice, London) (BUELLER et al. 1992).
Fibroblastos de animais normais/selvagens ou deletados do gene de PrPc (PrPc’/.)
foram obtidos de embrides entre 12/13 dias. Os embrides foram extraidos assepticamente
em fluxo laminar e dissecados, onde tiveram seus membros inferiores, superiores, cauda,
cabega e visceras extraidos. Os pequenos pedagos do tronco dos embrides foram picados

com auxilio de tesoura cirirgica e colocados em tubo FALCON acrescido de 3ml de
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tripsina (volume aproximado para cada 8 embrides) e levados a banho-maria 37°C por 30
minutos.
Em seguida as células foram centrifugadas a 800 rpm e ressuspendidas em DMEM

acrescido de 10% de SFB, colocadas em garrafas de cultura e levadas a estufa de CO; por

no minimo dois dias.

Tabela-1

CELULAS ORIGEM MEIO CULTURA

NIH 3T3 Fibroblastos imortalizados de DMEM + 10% SFB
camundongos Sui¢os
(ATCC)

NIH3T3ras Fibroblastos de DMEM + 10% SFB
camundongos Suigos
estavelmente transfectados
com oncogene H-ras ativado
Cedida pelo Dr. Bemard .
Groner.

NIH3T3c-jun Fibroblastos de DMEM + 10% SFB
camundongos sui¢os

transfectados com oncogene
c-jun (CABRAL et al. 2001)

A2058 Melanoma Humano (ATCC) DMEM + 10% SFB

SK Mel 25 Melanoma Humano (ATCC) RPMI + 10% SFB

Cé Glioma rato (ATCC). Cedida DMEM + 10% SFB
pela Dra. Mari Sogayar
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2.3 — Purificacdo de LN:

A LN utilizada nos experimentos foi purificada a partir de tumor Engelbreth-Holm-
Swarm (EHS), de origem intramuscular de camundongos C57-BL10. O protocolo adotado
para purifica¢do foi descrito por PAULLSON et al. (1987).

Cerca de 60g do tumor foram dissociados mecanicamente com uma ldmina e
homogeinizados por 1 minuto com 1,2 L de tampdo TBS-PI (0,15M NaCl, 50mM de Tris
pH 7,4, 2mM de NEM, 0,5mM PMSF), num liquidificador. A seguir o homogenato foi
dividido igualmente em tubos e centrifugados a 10.000g por 20 minutos, rotor GS3
(SORVALL).

O sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspendido em 200ml de tampdo
TBS-PI para extragio.

Um novo ciclo de centrifugacdo foi realizado, o precipitado combinado e
transferidos para 2 tubos de centrifuga, onde em cada tubo foram adicionado 150ml de
tampdo TBS/EDTA-PI (tampao TBS-PI, 10mM EDTA) e as proteinas extraidas por 1
min{xto com auxilio de agitador magnético. ApoOs centrifugacdo o sobrenadante foi
recuperado e denominado EDTA 1. O precipitado foi novamente submetido a uma nova
extrag@o e o sobrenadante chamado de EDTA 2.

O precipitado resultante pode ser congelado em nitrogénio liquido de onde se pode
extrair outras proteinas da matriz extracelular.

Os sobrenadantes denominados EDTA 1 e EDTA 2 foram combinados e aplicados a
uma coluna de sepharose CL6B (PHARMACIA). Varias fragdes foram coletadas e a
presenga de proteinas foi evidenciada pela absorbancia a 280nm, no eluato.

As fragdes com maiores absorbancias (primeiro pico), foram combinadas e diluidas
em 50% do volume original com tampao Tris-HCI-PI (50nM Tris pH 7,4, 2,5mM EDTA,
2mM NEM e 0,5mM PMSF) e, aplicadas em coluna de DEAE-Sephacel, previamente
equilibradas com tampao Tris-HCI-PI. Essa aplicagdo foi feita em sistema fechado por
aproximadamente 16 h. A seguir, a coluna foi lavada com 200ml de tamp3o Tris-HCI-Ple a
LN eluida em gradiente de 0 — 0,8M de NaCl em fluxo de aproximadamente 4ml/min. As

fragdes foram monitoradas como descrito acima e aquelas correspondentes a LN foram
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combinadas e dialisadas por 16h contra TBS (0,15M NaCl, 20mM Tris-HCI pH 74). A
concentracgdo proteica foi medida pelo método de BRADFORD (1976).

As fragdes de LN purificadas foram aliquotadas e armazenadas a —80°C, sendo
descongeladas gradativamente antes da realizagdo dos experimentos de interesse.

A concentragio de LN utilizada nos experimentos de adesao e migracdo foi de

10pg/ml, conforme ja havia sido padronizada em experimentos anteriores do laboratorio
(GRANER etal. 2000a, b).

2.4 — Obtenciao de FN:

A FN purificada a partir de soro humano segundo protocolo ja publicado por
ENGVALL e RUOSLAHTI (1997) foi cedida pelo Dr. Silvio Sanches Veiga, da

Universidade Federal do Parana.

2.5 - Obtengao de antisoros policlonais anti PrPc e purifica¢do da fracio
IgG.

Anticorpos contra proteina prion celular, foram obtidos através de imuniza¢des com
10ug/150ul PBS pH=7,4 utilizando-se as proteinas recombiantes PrPc-His ou PrPc-GST. A
cada 21 dias essas proteinas foram injetadas intraperitonialmente em camundongos PrPc
0/0 ou coelhos respectivamente (GRANER et al. 2000a,b). Apds a terceira imunizag@o 0s
animais foram sangrados via veia plexo-orbital ou por veia da orelha. Os soros foram
retirados apds retragdo do coagulo e estocados a 4°C. A atividade destes soros foi avaliada
por citometria de fluxo. Soro anti GST foi produzido em coelho como descrito acima para
antt GST-PrPc.

Na obtengdo da fragdo IgG do soro anti-PrPc, do soro irrelevante anti GST ou soro
ndo imune, estes foram diluidos 1:4 em PBS e adsorvidos em coluna de proteina A
Sepharose CL-4B (SIGMA) por um periodo de aproximadamente 14h a 4°C. Apéds o
acoplamento, a IgG foi eluida da coluna com uma solugdo de Glicina 0,1M, NaCl 0,15M,
pH3 em fra¢des de 1ml em tubos “eppendorfs” ja contendo tampio Tris 1M pHS8. A
concentragdo proteica da IgG foi determinada pelo método de BRADFORD (1976).
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2.6 - Digestao da Imunoglobulina tipo G com pepsina:

A digestio da Imunoglobulina tipo G fo1 realizada com pepsina (SIGMA Chemical
Company) em tamp3o citrato de s6dio 100mM pH 3.5, na proporgio de 5:1 (massa) a 37°C
por 4h (HARLOW e LANE 1988). Foi realizada uma cinética de digestio que mostrou a
digestdo maxima em 4 horas de tratamento. A reagdo foi interrompida pelo acréscimo de
1/10 do volume de Tris 3M pH 8.8. Para confirmagdo da digestdo, as amostras foram
submetidas a SDS-PAGE 10% em condi¢des ndo desnaturantes, onde se evidenciou a
presenga das fragdes IgG 150 kDa e das fragdes F(ab), (110kDa). No material usado nos
experimentos ndo se observou a banda equivalente a IgG integra (150 kDa). Apesar disso, o
material digerido foi incubado novamente com proteina A Sepharose. onde a porgdo Fc
proveniente da digestdo ou IgG néo digerida permaneciam ligadas a resina. Os fragmentos

F(ab), foram eluidos em fragdes da coluna e dosados pelo método de BRADFORD (1976).

2.7 - Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio:

Gel de poliacrilamida contendo 10% da mistura de acrilamida 200:1 (199 partes de
acrilamida para 1 parte de N,N’-metilenebisacrilamida); 375 mM tris base (pH 8,8); 0,1%
SDS; 0,1% persufato de aménio; 0,04% TEMED. A solugio protéica de interesse foi
acrescida de tamp3o de amostra nio desnaturante (Tris 0,02M, glicina 0,2M, SDS 10%,
tragcos de azul de bromofenol, 12ml de H;0), aplicada ao gel e submetida & corrente
constante de 40mA, como descrito por (LAEMMLI 1970).

2.8 - Verificacio de PrPc na superficie das linhagens celulares por

Citometria de Fluxo:

A presenga da proteina PrPc na superficie das células foi verificada através da
técnica de citometria de fluxo, no equipamento FACScan — Becton Dickinson.

O ensaio foi realizado quando as células mantidas em garrafas de 162 cm” atingiam
cerca de 80% confluéncia. As células foram entdo lavadas 1 vez com solugdao de PBS
(8mM Na,HPOy; 2,7mM KCI; 1,4 mM KH,POy; 0,137 M NaCl) e soltas das garrafas com
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solu¢do de PBS/0,5mM EDTA pH 7,4. A contagem das células foi realizada em cimara de
Neubauer, de forma a obter-se 10° células/tubo. Aliquotas contendo 10° células, foram
incubadas com o soro anti-PrPc (produzido em camundongo) ou com soro irrelevante na
dilui¢do de 1:100 em PBS, 5%BSA, por 30 minutos & temperatura ambiente. As células
foram entdo lavadas 3 vezes com 1ml de PBS pH 7.4 e a seguir incubadas com Ig de cabra
anti-IgG de camundongo, marcado com FITC (isotiocianato de fluoresceina) na dilui¢ao de
1:80 por 30 minutos a temperatura ambiente e novamente lavadas por 3 vezes. As amostras
de células foram ressuspendidas em 500ul de solugdo de PBS e a leitura da fluorescéncia
realizada no FACScan, onde foram contadas 10" células/amostras. A analise foi realizada

no software LYSYS II.

2.9- Marcacio Metabélica:

2 x 10° células foram semeadas em placas de cultura de 60cm’ (COSTAR) contendo
Sml de DMEM desprovido de metionina - DMEM modificado (SIGMA), acrescido de 10%
de SFB dializado (contra PBS pH 7,4) mais 3uCi de [*°S] Metionina (AMERSHAM
D\TI'ERNATIONAL). As células foram incubadas em estufa de CO; a 37°C por 15h.

A medida de incorporagio da [**S] Metionina foi feita pela contagem da
radioatividade em cintilador-B (BECKMAM Inst.). A viabilidade celular apos a
incorporagao de [*°S] Metionina avaliada por coloragio com azul de tripan.

2.10 — Ensaio de Adesdo:

Os ensaios de adesdo foram realizados com células marcadas metabolicamente,
como descrito no item 9.

3 x 10* células foram incubadas com meio de cultura (controle), soro irrelevante de
coelho, soro anti GST, soro anti GST-PrPc soro anti cadeia B-1 de integrina (produzido
contra a cadeia B1 de integrina humana purificada de placenta Chemicon), IgG purificada
de soro anti-GST ou IgG purificada de soro anti GST-PrPc. A incubag@o foi realizada em

100ul de solugdo de PBS/ 0,5% BSA, por 30 minutos & temperatura ambiente com os
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anticorpos nas dilui¢des especificadas no item resultados. As células foram entdo semeadas
em microplacas de 24 pogos (COSTAR) previamente adsorvidas com LN (10 pg/ml), FN
(10ug/ml), peptideo da cadeia y1 de LN (RNIAEIIKDI, Neosystems) (0.2 pg/ml), peptideo
irrelevante (IRANIEIKI, Neosystems ) (0.2 pg/ml). Os peptideos usados neste experimento
estavam covalentemente ligados a BSA. A seguir todos os pogos foram bloqueados com
BSA.

A adesdo das células aos diferentes substratos foi medida apos incubag@o por 1 hora
em estufa contendo 5% de inje¢do de CO, a 37° C. Células ndo aderidas foram removidas
das microplacas com 2 ou 3 lavagens com solugdo de PBS pH 7.4 a 37° C. O controle do
numero de lavagens usado foi padrozinado para cada linhagem celular.

As células aderidas a microplaca, foram lisadas com solugago de SDS 1% por 1h a
37° C e o volume total do lisado foi acrescido de 5ml de liquido de cintilagdo miscivel
(FUNDAGAO SARDI) e a contagem (cpm) realizada em cintilador § (BECKMAM Inst.).

As contagens (cpm) obtidas em cada experimento a partir da adesao das c€lulas sem
tratamento sobre LN, foram consideradas 100% e os demais valores foram expressos em

valores relativos ao da LN.

2.11 — Ensaio de Migracio:

Os ensaios de migragdo foram realizadas com células previamente marcadas
metabolicamente e tratadas com os diferentes anticorpos como descrito nos itens 9 e 10.
Estas foram semeadas (2 x 10° células/pogo) em microplacas de Transwell - membrana de
policarbonato com poros de 8um (COSTAR).

LN e FN (10pg/ml) e peptideos yl e "scrambled"/ irrelevante (0,2ug/ml) foram
adsorvidos nas camaras de Boyden por aproximadamente 16h a 4° C para realizagdo dos
ensaios de migragdo.

Apds o periodo de incubagdo com os anticorpos de interesse, as células foram
semeadas nos insertos das microplacas de Transwell e levadas a estufa de CO; por um
periodo de 5h. Apos esse periodo, os insertos foram fixados com paraformaldeido 3,5% por

15 minutos e corados com 0,5% de azul de toluidina/1% de Borax por 5 minutos.
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Os insertos tiveram a parte superior limpa com auxilio de cotonetes para eliminar as
células que ndo migraram e as células da parte inferior dos insertos foram lisadas com SDS
1% por 1ha 37° C.

O volume total do lisado foi colocado em tubos de cintilagdo acrescido de Smi de
liquido de cintilagio miscivel (FUNDACAO SARDI) e a contagem da radioatividade
realizada em cintilador  (BECKMAM Inst.).

Da mesma forma que para os ensaios de adesdo, as contagens (cpm) obtidas em
cada experimento a partir da migragdo para LN das células sem tratamento foram

considerados 100% e os demais valores foram expressos em valores relativos ao da LN.

2.12 — Ensaio de coloniza¢do pulmonar

10° células NIH3T3ras cultivadas como descrito no item 1 e incubadas em
PBS/0,5% de BSA pH7,4 estéril por 1h a 4° C sem e com adigiio de IgGs integras ou de
seus fragmentos F(ab), purificados a partir de soro irrelevante de camundongo, soro anti
PrPc-His (produzido em camundongo), soro anti GST ou anti GST-PrPc (produzidos em
coelho) na concentragé@o de 0,1pug/pl.

Depois do periodo de incubag@o as células foram lavadas 3 vezes com PBS pH=7,4
estéril (1ml/cada), ressuspendidas em 200ul de PBS/ImM EDTA e, imediatamente
injetadas na veia caudal de camundongos Balb/c ou Suigos com cerca de 2 meses.

Os animais foram sacrificados ap6s 15 dias e as colonias formadas nos pulmdes

foram contadas a olho nu.

2.13 — Teste Estatistico:

Os resultados dos ensaios de adesdo, migracdo e tumorigenese foram avaliados
estatisticamente segundo o teste ¢ Student, para amostras independentes. Foram

considerados estatisticamente significativos os valores onde p< 0,05.
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3. RESULTADOS

Dados anteriores do nosso grupo mostram a descri¢do de um novo ligante de LN, a
proteina prion celular e a importancia desta associagdo nos mecanismos de adesdo e
diferenciacdo de células neuronais (GRANER et al. 2000a,b). Neste trabalho buscamos
entender a relevancia dessa associagdo em estudos classicos que envolvam os processos de
adesdo, migracao e colonizagio de células tumorais.

A presenga da proteina PrPc na superficie da célula é necessaria para que ela possa
interagir com a LN. Portanto, nosso primeiro enfoque experimental foi avaliar a expressao
de PrPc na superficie das linhagens celulares eleitas para nosso estudo usando a técnica de
citometria de fluxo a partir de células ndo permeabilizadas.

As células da linhagem NIH3T3 foram escolhidas pois possuimos clones destas
transfectados com c-jun (NIH3T3c-jur) ou com H-ras ativado (NIH3T3ras). Além disso
escolhemos duas linhagens humanas de melanoma com um alto poder metastatico (A2058 e
SK Mel-25) e também uma linhagem de glioma de rato, 6.

A Figura 1 mostra curvas representativas da expressdo.de PrPc em cada linhagem
celular. As médias e os desvios padrées dos valores de fluorescéncia especifica sdo
apresentadas na Tabela 2. Os resultados mostram que a expressdo de PrPc na superficie das
linhagens analisadas € bastante similar.

Iniciémos entdo a padronizagido dos ensaios de adesdo titulando os soros que seriam
usados nos-ensaios. A figura 2 apresenta a atividade-do soro anti GST-PrPc na inibi¢do da
adesdo de células NIH3T3ras sobre LN, mostrando que na diluigdo 1:100 o soro anti GST-
PrPc atinge sua atividade méaxima. Como este soro foi gerado utilizando-se a proteina
recombinante de fusdo GST-PrPc usamos como controle um soro anti a por¢gdo GST da
molécula. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos com linhagem neuronal em trabalho
ja publicado do nosso grupo (GRANER et al. 2000b). As IgG destes soros foram
purificadas e a titulagdo de sua atividade no reconhecimento de PrPc mostra. que na
podemos observar que a inibi¢do da adesdo celutar 8 LN mediada pelo anticorpo anti GST-
PrPc ndo € um evento inespecifico produzido por este soro. Um anticorpo- monoclonal

comercial (monoclonal Ab6H4, Prionics Co) e dois outros policlonais produzidos a partir
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de imuniza¢do dos coelhos denominados 35 e 36 com PrPc recombinante com cauda de

Anticorpo anti integrina B-1 foi usado como controle positivo dos nossos
experimentos. A cadeia integrina -1 pode associar-se a diferentes cadeias o, o complexo
tem especificidade para diferentes substratos, sendo que o heterodimero formado possui
afinidade especifica variada frente a diferentes substratos. A vantagem de seu uso. como
controle é que integrinas com cadeia integrina 31 podem ligar laminina ou fibronectina
(KUMAR 1998), sendo que a ultima nao € um ligante de PrP¢ (GRANER et al 2000a ¢ b).
A Figura 5 mostra a titulagdo do soro anti B-1 (anti a cadeia integrina (-1 humana,
Chemicon) que na dilui¢do 1:100 atinge sua atividade maxima na inibi¢do da adesio celular
a LN.

As figuras 2, 3, 4 e 5 mostram que o bloqueio de PrPc ou integrina -1 com
anticorpos anti-PrPc, IgG anti-PrPc ou anti integrina -1 inibe a adesdo de células
NIH3T3ras a LN em cerca de 80%.

Decidimos entdo, testar se tal fendmeno seria capaz de ocorrer com outras linhagens
celulares e se 0 mesmo fendmeno ocorreria quando as células eram semeadas sobre
diferentes substratos. Os ensaios foram realizados com a utilizagdo da diluigdo de 1:100 de
soro total dos anticorpos anti GST-PrPc e anti integrina B-1 e 3ug/100ul de IgG anti GST-
PrPc. '

As figuras 6 a 11 mostram os resultados obtidos respectivamente com células
NIH3T3, NIH3T3c-jun, NIH3T3ras, A2058, SK Mel e C6. Para todas as células analisadas
o bloqueio de PrPc com o soro anti GST-PrPc € capaz de inibir a adesdo 4 LN em pelo
menos 70%. O soro anti GST n3o tem nenhuma atividade sobre a adesdo celular, e como
esperado o anticorpo anti integrina B-1 € capaz de bloquear a adesdo celular a LN
(KUMAR 1998).

Na tentativa de mostrar que o envolvimento de PrPc na adesdo celular €
especificamente dado por sua interagdo com LN realizamos experimentos onde FN foi
usada como substrato. Dados do nosso grupo mostram que PrPc ndo liga a FN in vifro
(GRANER et al. 2000b). Escolhemos entdo trabalhar apenas as células NIH3T3ras ja que

as outras linhagens comportam-se exatamente da mesma forma nos ensaios de ades3o.
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A Figura 12 mostra que células NIH3T3ras sdo capazes de aderir tanto em LN
como em FN. Anticorpos anti integrina B-1 inibem a adesdo aos dois substratos, uma vez
que existem varios heterodimeros a1 passiveis de interagdo tanto em LN como em FN. O
bloqueio de PrPc ndo inibe a adesdo celular a FN, indicando que neste modelo de adesdo a
FN aparentemente o PrPc néo esta envolvido.

O sitio de interagdo de PrPc na LN ja foi mapeado pelo nosso grupo (GRANER et
al. 2000a) e reside num peptideo da regido carboxi-terminal da cadeia y-1 de LN
(RNIAEIIKDI). Este peptideo foi usado como substrato em ensaios de adesdo, na
concentragdo de 0,2 pg/ml (LIESI et al. 1992), para avaliar se o peptideo y-1 seria capaz de
substituir a LN inteira e qual seria o seu efeito quando a interagdo PrPc-peptideo y-1 fosse
desafiada com anticorpos anti-PrPc. Um peptideo irrelevante contendo 0os mesmos amino
acidos mas em diferentes posi¢oes (IRADIEIKIN) foi usado.como controle.

A Figura 13 mostra que as células sdo capazes de aderir ao peptideo y-1 da LN tdo
ou mais eficientemente que a LN inteira, enquanto que nenhuma adesdo € visualizada
quando o peptideo irrelevante foi usado como substrato. O bloqueio de PrPc foi capaz de
inibir a adesdo celular ao peptideo y-1 em cerca de 90%.

 Nossos dados anteriores sugeriam que PrPc era o unico ligante do- peptideo
RNIAEIIKDI da cadeia y-1 de LN (GRANER et al.-2000a). Entretanto, nos ensaios
mostrados na Figura 13 o anticorpo anti integrina B-1 inibe a ades@o celular ao peptideo y-
"

Esses resultados poderiam ser interpretados pelo menos de duas formas. A interagdo
da célula com o peptideo da cadeia Y1 de LN ndo é dada exclusivamente por PrPc mas
também por integrina 81, ou esta integrina pode estar ajusante na via de sinalizagdo da
interagdo PrPc-LN e seu bloqueio impedir a sinalizagdo mediada por essa interagéo.

Dessa forma, resolvemos avaliar a adesdo de fibroblastos de cultura primaria de
camundongos normais ou com o gen do PrPc retirado (PrPc0/0) sobre os diferentes
substratos.

A figura 14 mostra o resultado de ensaios de adesdo realizados com fibroblastos de
cultura primaria de camundongos normais sobre LN, FN e os peptideos sintéticos
especifico da cadeia y1 da LN (RNIAEIIKDI) e irrelevante (IRADIEIKIN). Os resultados

demonstram que fibroblastos de camundongos normais a semelhanga de outras linhagens
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utilizadas nesse trabalho, tém sua adesdo a LN e ao peptideo da cadeia y1 de LN inibida por
anticorpos anti-PrPc e anti integrina 3-1.

A adesdo 4 FN ndo é inibida por anti-PrPc mas € por anti integrina B-1. Além disso
como mostrado para as outras linhagens ndo ha adesdo celular sobre o peptideo irrelevante.

A figura 15 mostra 0 mesmo experimento realizado com as células dos animais
PrPc0/0. As células ndo aderem ao peptideo y1 de LN, indicando que a presenca de PrPc ¢
necessaria para essa ligagdo. O resultado mais surpreendente desta figura reside no fato
destas células ndo aderirem a LN, sugerindo fortemente que a adesdo a LN € dependente da
presenca de PrPc na superficie celular. Pelo menos nas condigdes experimentais utilizadas,
este trabalho mostrou que a presenga de integrina B-1 e outros ligantes de LN ndo sd@o
suficientes para mediar a ades3o a este substrato.

Este resultado poderia ser dado pela expressio alterada de integrina B-1 na
superficie destas células. Procedemos entdo ensatos de citometria de fluxo onde mostramos
que c€lulas de animais PrPc expressam integrina -1 numa quantidade semelhante as
células dos animais selvagens (Figura 16). Além disso, a integrina B-1 parece funcional
nessas células uma vez que elas aderem a FN e este evento € inibido por anticorpos anti
integrina B-1 (Figura 15). |

Sabendo-se que as migragdes celulares sdo cruciais para o desenvolvimento e que as-
migragdes descontroladas podem gerar muitas  patologias em - especial as metastases,
decidimos testar a importancia da interagdo PrPc-LN na migracdo celular. Realizamos
inicialmente.um experimento para padronizar o tempo necessario para que.se atingisse o
maximo de migragdo das células NIH3T3ras frente a LN. Esta cinética de tempo esta
demonstrada na Figura 17, onde podemos observar -que apos -5 horas atingiu-se o valor
maximo de migragdo. Podemos destacar ainda que € necessario um tempo de 24 horas para
que 30% das células NIH3T3 migrem & LN, portanto o processo € muito menos eficiente
em células normais.

Procedemos a seguir ensaios de migragdo com células marcadas metabolicamente a
semelhanga do que foi efetuado nos ensaios de adesdo. Estas células foram usadas em
ensaios de migragdo (haptotaxia) a LN, FN e aos peptideos da cadeia yl da LN e
irrelevante, nas-mesmas concentragdes utilizadas nos ensaios de adesdo. As células foram

tratadas com os anticorpos policlonais anti GST, anti GST-PrPc ou anti integrina B-1 na
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diluigdo de 1:100 ou IgGs anti GST ou anti GST-PrPc purificadas na concentragao de
3ug/100ul.

A Figura 18 mostra fotomicrografias representativas obtidas a partir da membrana
do inserto onde foi realizado o ensaio de migragdo. As células coradas migraram frente ao
substrato especifico. A quantificacdo destes experimentos esta ilustrada nas Figuras 19
(onde os substratos usados foram LN ou FN) e 20 (para os peptideos y-1 ou irrelevante). Os
resultados mostram que o bloqueio da proteina PrPc da superficie celular € capaz de inibir a
migrag@o a LN e ao peptideo y1. Também € possivel observar eventos ja vistos nos ensaios
de adesdo: (1) As células migram na presenga de FN, sendo este evento bloqueado por anti-
integrina B-1 mas ndo por anti GST-PrPc. (2) um maior estimulo migratorio pelo peptideo
v-1 do que pela LN (3) uma inibigdo proporcionalmente maior na migrac¢do para y-1 do que
para LN apos bloqueio de PrPc. (4) tratamento de células com o anticorpo anti integrina 3-1
inibe a migragdo ao peptideo y-1. Portanto, PrPc esta envolvido com a migragdo celular a
LN mas ndo a FN.

A capacidade de adesdo e migragdo celulares pode estar relacionada ao fenétipo
metastatico de uma célula tumoral (KUMAR 1998). Desta forma resolvemos abordar este
aspecto in vivo usando o ensaio de colonizagdo pulmonar de células metastaticas.

A células NIH3T3ras que sdo capazes de crescer livres de ancoragem, CHAMMAS
et al. (1996) e formam coldnias nos pulmdes de camundongos, BRENTANI (1989) foram
escolhidas como modelo. Estas foram tratadas com IgG total ou fragdo F(ab), de IgG anti
GST-PrPc para bloquear PrPc na superficie das células. IgG ou fragao F(ab), de soro anti
GST foram utilizadas como controle.

Fol necessario preparar a fragao F(ab), dos anticorpos uma vez que a presenga de Fc
poderia levar a ligacdo de complemento na superficie celular e sua conseqiiente lise. A
Figura 21 mostra a cinética de digestdo de IgG com pepsina. Para producdo da fragdo
F(ab), que tem cerca de 110 kDa e esta indicada com uma seta.

Ceélulas NIH3T3ras foram tratadas com as IgG ou F(ab), de anti GST ou anti GST-
PrPc e depois injetadas na veia caudal de camundongos Balb/c ou Suigos. A Tabela 3
mostra que o bloqueio de PrPc nestas células inibe em cerca de 50% numero de coldnias

metastaticas no pulmio tanto de animais Balb/c como de Suigos. Portanto, estes resultados
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sugerem fortemente que o PrPc esta envolvido com a adesdo das células NIH3T3ras aos

pulmdes e conseqiientemente a formagdo de coldnias tumorais neste orgao.
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Figura 1
Avalia¢do da expressio de PrPc na superficie celular por Citometria de Fluxo.

As diferentes linhagens celulares foram incubadas com soro irrelevante ou com
soro anti-PrPc (1:100). A reagdo foi revelada com soro de cabra anti-IgG de
camundongo marcada com FITC (1:80). As curvas representam a intensidade de

fluoresceina obtida pela andlise em FACScan das células incubadas com soro
irrelevante (azul) e com soro anti-PrPc (vermelha).
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Tabela 2

NIH3T3 251+ 8 n=4
NIH3T3c-jun 193 +7 n=
NIH3T3ras 207 +7 n=4
A2058 225+ 9 =
SK Mel 25 184+ 6 n=4
C6 182+ 5 n=8

Valores médios da intensidade de fluorescéncia especifica obtida por
citometria de fluxo a partir da subtracdo da fluorescéncia proveniente das
células tratadas com anti-PrPc daquelas obtida com soro irrelevante.
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Figura 2

Titulaciio da atividade de soro policlonal anti GST-PrPc sobre a
adesio celular a LN.

Células NIH3T3ras tratadas com soro anti GST ou soro anti GST-PrPc
nas diluigbes assinaladas, foram semeadas sobre LN (10pg/ml). A
adesdo foi medida em valores relativos a adesdo das células sem
nenhum tratamento (controle=100%). As médias e os desvios padrdes
representam 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

*Estatisticamente significativo em relagdo ao controle interno
(tratamento com soro anti GST).
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Figura 3

Titulacio da atividade de soro IgG anti GST-PrPc sobre a adesao
celular a LN.

Células NIH3T3ras tratadas com IgG anti GST-PrPc nas concentragdes
assinaladas; foram semeadas sobre LN (10ug/ml). A adesdo foi medida
em valores relativos a ades@o das células sem nenhum tratamento
(controle=100%). As médias e os desvios padrdes representam 3
experimentos independentes realizados em triplicata.

*Estatisticamente significativo em rela¢do ao controle interno (tratamento
com IgG anti-GST).
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Figura 4

Atividade de diferentes soros anti-PrPc sobre a adesdo celular a LN.

Células NIH3T3ras foram tratadas com anticorpo monoclonal anti peptideo
136-140 de PrPc humano (Ab6H4) ou soros policlonais de coelhos
(denominados de 35 e 36), anti a proteina recombinante 6Hist-PrPc. As
células foram semeadas sobre LN (10pg/ml). A adesdo foi medida em
valores relativos & adesdo das células sem nenhum tratamento
(controle=100%). Os valores representam a média de 1 experimento
realizado em triplicata.
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Figura 5

Titulagao da atividade de soro policlonal anti integrina -1 sobre a
adesiio celular a LN.

Células NIH3T3ras tratadas com soro anti integrina-f1 foram semeadas
sobre LN (10pug/ml). A adesdo foi medida em valores relativos a adesdo das
células sem nenhum tratamento (controle=100%). As médias e os desvios
padrdes representam 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

*Estatisticamente significativo em relagdo ao controle interno (tratamento
com soro irrelevante).
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Figura 6
Inibi¢cdo da adesdo de células NTH3T3 a LN pelo bloq wio de PrPc.

Células NIH3T3 tratadas com anticorpos assinalados na diluicdo de 1:100
(soro policlonal) ou 3ug/100ul (IgG purificada), foram semeadas sobre LN
(10pg/ml). A adesdo foi medida em valores relativos a adesdo das células
sem nenhum tratamento (controle=100%). As médias e os desvios padrdes
representam 3 experinentos independentes realizados emtriplicata.

*Estatisticamente significativo em relagdo ao controle interno (tratamento
com soro irrelevante, soro anti GST ou IgG anti GST).
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Figura 7
Inibicio da adesdo de células NIH3T3c-jun a LN pelo bloqueio de PrPc.

Células NIH3T3c-jun tratadas com anticorpos assinalados na diluicdo de
1:100 (soro policlonal) ou 3ug/100ul (IgG purificada), foram semeadas
sobre LN (10pg/ml). A adeséo foi medida em valores relativos a adesdo das
células sem nenhum tratamento (controle=100%). As médias e os desvios
padrdes representam 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

*Estatisticamente significativo em relagdo ao controle interno (tratamento
com soro irrelevante, soro anti GST ou IgG anti GST).
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Figura 8
Inibiciio da adesio de células NIH 3T3ras 2 LN pelo bloqueio de PrPc.

Células NIH3T3ras tratadas com anticorpos assinalados na diluicdo de
1:100 (soro policlonal) ou 3ug/100ul (IgG purificada), foram semeadas
sobre LN (10pug/ml). A adesdo foi medida em valores relativos a adesdo das
células sem nenhum tratamento (controle=100%). As médias e os desvios
padrdes representam 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

*Estatisticamente significativo em relagdo ao controle interno (tratamento
com soro irrelevante, soro anti GST ou IgG anti GST).
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Figura 9

Inibicao da adesio de células A2058 a LN pelo bloqueio de PrPc.

Células A2058 tratadas com anticorpos assinalados na diluigdo de 1:100
(soro policlonal) ou 3ug/100ul (IgG purificada), foram semeadas sobre LN
(10pg/ml). A adesdo foi medida em valores relativos a adesdo das células
sem nenhum tratamento (controle=100%). As médias e os desvios padrdes
representam 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

*Estatisticamente significativo em relacdo ao controle interno (tratamento
com soro irrelevante, soro anti GST ou IgG ant1 GST).
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Figura 10
Inibi¢ao da adesio de células SK Mel 25 a LN pelo bloqueio de PrPc.

Células SK Mel 25 tratadas com anticorpos assinalados na dilui¢ido de 1:100
(soro policlonal) ou 3ug/100ul (IgG purificada), foram semeadas sobre LN
(10pg/ml). A adesdo foi medida em valores relativos a adesdo das células
sem nenhum tratamento (controle=100%). As médias e os desvios padrdes
representam 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

*Estatisticamente significativo em relagdo ao controle interno (tratamento
com soro irrelevante, soro anti GST ou IgG anti GST).
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Figura 11
Inibicdo da adesao de células C6 a LN pelo bloqueio de PrPc.

Células C6 tratadas com anticorpos assinalados na dilui¢do de 1:100 (soro

policlonal) ou 3ug/100ul (IgG purificada), foram semeadas sobre LN-

(10pg/ml). A adesdo foi medida em valores relativos a adesdo das células
sem nenhum tratamento (controle=100%). As médias e os desvios padrdes
representam 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

*Estatisticamente significativo em relagdo ao controle interno (tratamento
com soro irrelevante, soro anti GST ou IgG anti GST).
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Figura 12

Bloqueio de PrPc em células NTH 3T3ras inibe adesdo a LN mas niio a
FN.

Células tratadas com anticorpos assinalados na diluicdo de 1:100 (soro
policlonal) ou 3ug/100ul (IgG purificada), foram semeadas sobre LN ou FN
(10pg/ml). A adesdo foi medida em valores relativos a adesdo das células
sem nenhum tratamento semeadas sobre LN (controle=100%). As médias e
os desvios padrdes representam 3 experimentos independentes realizados
em triplicata.

*Estatisticamente significativo em relagdo ao controle interno (tratamento
com soro irrelevante, soro anti GST ou IgG anti GST).
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Figura 13

Bloqueio de PrPc em células NIHI3T3ras inibe a adesio ao peptideo da
cadeia y1 da LN.

Células tratadas com anticorpos assinalados na diluigdo de 1:100 (soro
policlonal) ou 3ug/100ul (IgG purificada), foram semeadas sobre peptideo
da cadeia y-1 da LN ou peptideo irrelevante (0,2pg/ml). A adesdo foi
medida em valores relativos a adesdo das células sem nenhum tratamento
semeadas sobre LN (controle=100%). As médias e os desvios padrdes
representam 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

*Estatisticamente significativo em relagdo ao controle interno (tratamento
com soro irrelevante, soro anti GST ou IgG anti GST).
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Figura 14

Bloqueio de PrPc em fibroblastos de culturas primaria de camundongos
selvagens (PrPc*/,) inibem a adesdo a LN, e ao peptideo da cadeia y-1
da LN mas nao a FN.

Células tratadas com anticorpos assinalados na dilui¢do de 1:100 (soro
policlonal) ou 3pug/100ul (IgG purificada), foram semeadas sobre LN,
peptideo da cadeia y-1 da LN, peptideo irrelevante (0,2pg/ml) ou FN. A
adesdo foi medida em valores relativos a adesdo das células sem nenhum
tratamento semeadas sobre LN (controle=100%). As médias e os desvios
padrdes representam 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

*Estatisticamente significativo em relag@o aos controles interno (tratamento
com soro irrelevante, soro anti GST ou IgG anti GST).
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Figura 15

Fibroblastos de cultura primaria de animais que tiveram o gene do
PrPc removido (PrPc /-) aderem a FN mas nio aderem a LN e ao
peptideo da cadeia y-1 de LN.

Células tratadas com anticorpos assinalados na dilui¢do de 1:100 (soro
policlonal) ou 3ug/100ul (IgG purificada), foram semeadas sobre LN,
peptideo da cadeia y-1 da LN, peptideo irrelevante (0,2pg/ml) ou FN. A
adesdo foi medida em valores relativos a adesdo das células sem nenhum
tratamento semeadas sobre LN (controle=100%). As médias e os desvios
padrdes representam 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

*Estatisticamente significativo em relagdo ao controle interno (tratamento
com soro irrelevante, soro anti GST ou IgG anti GST).
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Figura 16

Quantificacdo de integrina B8-1 e PrPc em cultura primaria de

fibroblastos de animais PrPc */, e PrPc /- .
Fibroblastos foram obtidos de embrides de camundongos selvagens (PrPc

*/,) e que tiveram o gene do PrPc removido (PrPc 7/-) com 14 dias. As
células foram incubadas com anticorpos policlonais anti integrina B-1 ou
anti-PrPc na dilui¢do de 1:100. A reagdo foi revelada com soro de cabra
anti-IgG de coelho camundongo marcada com FITC (1:80). As curvas
representam a intensidade de fluoresceina obtida por citometria de fluxo das
células incubadas com soro irrelevante (azul) e soro anti-PrPc (painel
superior) ou anti integrina B-1 (painel inferior) (vermelha).
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Figura 17

Cinética de Migracio das células NIH3T3ras.

Migragdo das células NIH3T3ras. 2 x 105 células foram colocadas em
inserto de Transwell com LN na parte superior do inserto e apds os periodos

de migra¢do marcados na figura, os insertos foram fixados e corados com
solugdo de azul de toluidina (20 X).
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Figura 18

Bloqueio de PrPc em células NIH3T3ras inibe a migracido para LN e peptideo da
cadeia y-1 de LN mas nio a FN,.

Células ndo tratadas e tratadas com anticorpos policlonais anti GST ou anti GST-PrPc na
diluicdo de 1:100 foram semeadas sobre LN, FN, peptideo y-1 e peptideo irrelevante
(10X).




50 |- =

W i W

controle anti GST anti GST- IgGanti IgGanti soro imel. soro anti
PrPc GST GST-PrPc R-1

I-mnﬁmmmﬁbmecﬁm}

Figura 19

Bloqueio de PrPc em células NIH3T3ras inibe a migracao
a LN mas nio a FN.

Células NIH3T3ras tratadas com anticorpos assinalados na diluigdo de
1:100 (soro policlonal) ou 3ug/100ul (IgG purificada), foram semeadas
sobre LN e FN (10 pg/ml). A migra¢do foi medida em valores relativos a
migracdo das células sem tratamento semeadas sobre LN (controle—100%).

As médias e os desvios padrdes representam 3 experimentos independentes
realizados em triplicata.

*Estatisticamente significativo em relagdo ao controle interno (tratamento
com soro irrelevante, soro anti GST ou IgG anti GST).
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Figura 20

Bloqueio de PrPc em células NIH3T3ras inibe a migracio ao peptideo
da cadeia y1 da LN.

Células NIH3T3ras tratadas com anticorpos assinalados na diluicdo de
1:100 (soro policlonal) ou 3ug/100ul (IgG purificada), foram semeadas
sobre peptideo y-1 e peptideo irrelevante (0,2ug/ml). A migragdo foi medida
em valores relativos @ migragdo das células sem nenhum tratamento
semeadas sobre LN (controle-100%). As médias e os desvios padrdes
representam 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

*Estatisticamente significativo em relagdo ao controle interno (tratamento
com soro irrelevante, soro anti GST ou IgG anti GST).
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Figura 21

Cinética de digestio de IgG anti GST-PrPc com pepsina.

Sug IgG foram utilizadas para reacdo de digestdo com pepsina. A cada hora
aliquotas foram retiradas, a reagéio foi interrompida pelo acréscimo de 3M de
Tris pH 8,8 e as amostras foram submetidas a SDS-PAGE néo redutor (10%).
A fragdo F(ab), de 110 kDa esta indicada pela seta.
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Tabela 3
[ rratamemto [ mabe [ suco ]
3T3ras 16 + 5 (n=23) 13 + 3 (n=8)
3T3ras + 1gG soro irrelevante 16 £ 5 (n=23) 13 £ 3 (n=8)
3T3ras + IgG anti-PrPe 743 (0=23) 5+ 1 (@n=8)°
3T3ras + F(ab), soro irrelevante 13 +4 (n=5) 12 + 3 (n=8)
3T3ras + F(ab), anti-PrPc 6+2 (n=5)" 6+ 2 (n=8)"

Valores obtidos dos ensaios de Colonizagdo Pulmonar. As células NIH3T3ras foram
ratadas como descrito acima e injetadas em camundongos Balb/c ou Suigo. Apds 15
lias os animais foram sacrificados € o numero de colonias pulmonares foram contadas e
:omparadas com o grupo injetado apenas com células ou soro irrelevante (controle).

, 2, 3 e 4 = Valores estatisticamente significativos comparados com respectivos
sontroles por teste t-Student.

|= Balb/c IgG soro irrelevante X IgG anti-PrPc (p = 0,0000)
)= Balb/c Fab, soro irrelevante X Fab, anti-PrPc (p = 0,0000)
3= Suico IgG soro irrelevante X IgG anti-PrPc (p = 0,0002)
= Suigo Fab, soro irrelevante X Fab, anti-PrPc (p = 0,0001)
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5. DISCUSSAO

A génese do cancer pode ser correlacionada com as alteragdes que ocorrem no
genoma celular, como as muta¢des nos genes supressores de tumor que podem passar a ser
menos funcionais ou nos genes que conferem vantagens proliferativas. Para que ocorra a
génese tumoral, estima-se que uma célula deva sofrer de quatro a sete mutagdes para
adquirir um fenotipo maligno (HANAHAN e WEINBERG 2000). Varios trabalhos tém
mostrado que as células tumorais sofrem constantes muta¢des e embora os tumores possam
originar-se a partir de uma unica célula, quando se estuda os tumores verifica-se que sio
massas bastante heterogéneas, fato que € especialmente influenciado por fatores
epigenéticos (CAHILL et al. 1999; JOTTI 1988).

Seis alteragGes principais sdo enumeradas como sendo essenciais para o surgimento
e para progressdo dos canceres: 1 - constante geragdo de sinais proliferativos, 2 -
insensibilidade aos fatores que deveriam inibir a proliferacio; 3 - bloqueio da morte celular
programada (apoptose); 4 - ilimitado potencial proliferativo garantido pela angiogénese; 5 -
capacidade de invadir outros tecidos e 6 - capacidade de metastatizacio (HANAHAN e
WEINBERG 2000).

A cascata da disseminacdo tumoral ou metastase culmina no deslocamento de
c€lulas de um tumor primario para diferentes sitios. Vale lembrar que mesmo que as células
sejam potencialmente capazes de originar diferentes tumores, se elas ndo encontrarem um
microambiente passivel de sobrevivéncia o tumor ndo se implantara e nem se disseminara,
segundo teoria descrita por Paget (1889) citado por BUCK (1995). Durante a embriogénese
os mecanismos complexos de adesdo e perda da adesdo (desadesdo) sdo orquestrados para
permitir a migragdo de maneira ordenada na formagdo de uma estrutura tecidual. Adesdes
seletivas sdo necessarias para o desenvolvimento dos tecidos na embriogénese. Todos os
tecidos humanos apresentam capacidade adesiva entre as células que os constituem e entre
as células e a matriz extracelular do tecido conectivo adjacente, o que mantém a integridade
tecidual, mesmo na presenca de estresse mecanico (GLOET et al. 1999).

As células epiteliais normais aderem a membrana basal mantendo-se num estado
estacionario, entretanto essas entram em apoptose quando ndo ocorre essa interagao

(GLOET et al. 1999). A presenca de diversas alteragdes genéticas pode levar as células a
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aquisi¢do de um fenotipo tumoral, permitindo que sobrevivam sem estarem aderidas com as
suas membranas basais de origem (RUOSLAHTI 1999). Sabidamente a LN e a FN sdo
cruciais para disseminacdo tumoral e alteragcdes nas integrinas podem favorecer o
comportamento maligno em ensaios in vitro e in vivo (LUKASHEV et al. 1998).

A caracterizagdo de PrPc como um ligante de LN mostrou a possibilidade deste
desempenhar um papel fora do sistema nervoso central (GRANER et al. 2000a,b). O fato
de tanto PrPc como LN serem muito conservados evolutivamente e presentes em muitos
tecidos, aponta esta interagdo como um fendmeno muito importante para a biologia da
célula. Nosso trabalho baseou-se neste fato para estabelecer o papel de PrPc na adesdo e
migracdo de células normais e tumorais. A atividade de PrPc na capacidade de colonizagio
pulmonar de células tumorais também foi avaliada.

A quantificagdo inicial da expressdo de PrPc na superficie celular mostrou que todas
as ceélulas estudadas expressam a mesma quantidade da proteina em questdo. Estes
resultados indicam que a transformag@o pelos oncogenes c-jun e H-ras ndo altera a
expressio de PrPc¢ quando comparada as células ndo transformadas (NIH3T3). A
comparagao entre as concentragdes de PrPc em melandcitos normais e as células de
melanoma usadas ndo foi feita pela n3o disponibilidade da primeira linhagem. Mas
podemos estabelecer que melanomas altamente metastaticos também expressam PrPc na
sua superficie. A literatura mostra constantemente que varias proteinas envolvidas com
adesdo celular como as integrinas descritas por (LUKASHEVE et al. 1998), o receptor de
67 kDa (GLOET et al.1999), e as caderinas (CHAMMAS e VILLA 1993), podem ter sua
expressao quantitativa e/ou estrutural alterada em células tumorais. Desta forma, embora
conjeturamos em um primeiro momento que a expressdo de PrPc poderia estar alterada
quantitativamente apos a transformagdo e aquisicdo do fenotipo metastatico de algumas
linhagens celulares, esse fato ndo foi confirmado. Entretanto, a invariabilidade na expressdo
de PrPc nas células ndo exclui a possibilidade de PrPc participar dos eventos aqui
estudados.

O sitio de interagdo de PrPc na LN encontra-se em um peptideo na regido carboxi-
terminal da cadeia y-1 da tltima, e segundo mostramos PrPc parece ser o unico ligante
deste peptideo (GRANER et al. 2000a). Ensaios realizados tendo o peptideo y-1 como

substrato mostraram que ele € capaz de promover adesdo celular, ao contrario do que
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acontece com um peptideo irrelevante. E notavel ainda que esta adesdo seja maior que a da
LN. Uma interpreta¢d@o provavel deste resultado deve-se ao fato de que a concentragdo de
peptideo usado (0,2 pg/ml) baseou-se em dados da literatura (LIESI et al. 1992).
Entretanto, se for levada em consideragdo o nimero de moles de peptideo y-1 contidos em
0,2ung/ml deste peptideo, este valor seria aproximadamente 1000 vezes maior ao numero de
sitios y-1 presentes em 10ug/ml de LN. No caso da FN o mesmo deva ocorrer, contudo com
relagdo a outros sitios que promovem a adesao.

Os resultados encontrados evidenciam que o bloqueio de PrPc com anticorpos
especificos inibe a adesdo celular frente 2 LN e ao peptideo y-1, ndo o fazendo com FN.
Esses dados estdio de acordo com os resultados de ligagdes in vitro, onde PrPc mostrou
interagir especificamente com LN e ndo com FN e CN tipo IV (GRANER et al. 2000b).
Desta forma, esta interacdo pode ser considerada como possuidora das caracteristicas
necessarias (especificidade, afinidade e funcionalidade biologica) de um par receptor-
ligante, da mesma forma como ja foi descrito para os pares a6f1 integrina-LN por
SONNENBERG et al. (1988) e a5B1 integrina-FN por PIOTROWICZ et al. (1988).

O resultado mais surpreendente foi o fato do bloqueio de integrina B-1 ter sido
capaz de inibir a adesdo celular ao peptideo y-1. Podemos imaginar que se integrina f3-1
estiver na via de sinalizagdo de PrPc-LN seu bloqueio teria um efeito semelhante ao da
inibigdo de PrPc. Dada a sua localizagdo na superficie celular externa, PrPc precisaria usar
uma proteina transmembranica para sinalizagdo de sua interagao com LN. Por outro lado, o
peptideo y-1 poderia ser um sitio de interagdo com integrina (-1 ainda n3o identificado e
esta regido da LN ndo teria PrPc como unico ligante como haviamos proposto (GRANER et
al. 2000a).

Na tentativa de resolver esta questdo fibroblastos de cultura primaria provenientes
de camundongos selvagens (PrPc’/s) ou que tiveram o gene do prion celular removido
(PrPc’/.), foram semeadas sobre LN e sobre o peptideo y-1. As adesdes foram avaliadas
com as celulas tratadas ou ndo com os anticorpos anti-PrPc e anti integrina B-1. Os
resultados mostram que os fibroblastos provenientes de animais normais comportam-se
exatamente como as linhagens celulares ja estudadas, entretanto os fibroblastos

provenientes de animais PrPc’/., demonstraram ndo serem capazes de aderirem ao peptideo
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v-1 nas condi¢des experimentais utilizadas. Contudo, ensaios de citometria de fluxo
demonstraram que a expressdo de integrina -1 na superficie dos fibroblastos selvagens e
nos fibroblastos PrPc’/. sdo quantitativamente comparavel, além disso a integrina -1
demonstrou ser funcional uma vez que foi capaz de gerar adesdes de ambas as células a
fibronectina. Estes dados sugerem que o dominio y-1 da LN nf@o € um sitio ligante de
integrina B-1.

O mais surpreendente foi a observagdo de que as células de animais PrPc0/0 ndo
aderem a LN apesar de expressarem integrina 3-1. Nossos dados apontaram portanto, para
um mecanismo totalmente novo onde a interacdo de PrPc-LN poderia ser um evento
anterior, capaz de modular a ligacdo de integrina B-1 e outros receptores de LN a este
processo.

Contudo n2o pode ser descartada a hipotese de que pelo menos para a interagao
integrina B-1 - LN, PrPc poderia funcionar como molécula reguladora ou acessoria na
adesdo, aumentando ou diminuindo a afinidade de outros receptores de LN. Nas células
PrPc%, devido a falta de PrPc na superficie celular, as interagdes classicamente descritas
para outros receptores de LN estariam parcialmente bloqueadas ou menos intensamente
reguladas, faltando assim um ajuste fino para adesio a LN. Outro ponto que deve ser
analisado é quanto ao "background" genético da cepa do animal utilizado, sendo este ponto
de grande relevancia para os fendtipos normalmente apresentados pelos animais que
tiveram algum gene removido (WEISSMANN e AGUZZI 1999).

A participag@o de integrinas -1 na transdugio de sinal gerada pela intera¢do PrPc-
LN ndo ¢ descartada e alias continua a ser estudada pelo grupo.

A subunidade integrina B-1 € responsavel por mediar a adesdo célula-MEC
(COPPOLINO 2000; JASIULIONIS et al. 1996). Quando a cadeia integrina B-1 nio esta
presente, ndo ocorre o contato da ades3o focal, nio acontecendo a interagdo com o
citoesqueleto (TAYLOR et al. 1998).

As adesdes focais sdo estruturas que medeiam a adesdo das células 8 MEC. Essas
estruturas resultam do agrupamento de receptores de integrinas que iniciam o recrutamento
de numerosas proteinas citoplasmaticas, moléculas estruturais e regulatérias (STOSSEL
1993). As interagGes adesivas tém grande importancia para migracdo celular, pois

coordenam multiplos sinais (MANES et al 2000). Durante o desenvolvimento embrionario
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muitas células viajam longas distancias até encontrarem seu destino final. Varios processos
estdo envolvidos na decisdo de quando migrar, para onde ir e quando parar (STOSSEL
1993), as migragdes também sdo importantes para auxiliar o processo de cicatrizagdo e
inflamagdo (HUTTENLOCHER et al. 1995).

A maquinaria recrutada para efetivagdo da motilidade celular € bastante complexa,
onde ocorre uma intera¢do dinamica entre as células e a MEC e para que isso seja efetivo,
deve haver uma intima associagdo dos receptores de superficie celular (integrinas) com o
citoesqueleto, resultando numa rapida formacao e dissolugdo da progressao celular sobre o
substrato (Lee et al 1993). As integrinas ativadas pelos constituintes da MEC levam a
fosforilagdo de residuos de tirosina em cinases de adesdo focal (FAK) plZSFAK, que além
de elevar o pH celular, podem ativar a cascata de RAS/RAF/MAPK (proteinas ativadas por
fatores mitogénicos) além de ativar a expressao génica (SHALLER e PARSONS 1994).

As cinases de adesio focal (FAK) sdo ativadas pela maioria das integrinas
(SCHALLER e PARSONS 1994). A cadeia integrina B-1 interage com talina, promotora do
agrupamento das integrinas nas adesOes focais. A talina interage com a vinculina e a
paxilina (TAYLOR et al. 1998). FAK também pode ligar-se a muitas outras moléculas
sinalizadoras (CHEN et al. 2000). CHEN et al. (2000) evidenciaram associa¢do de B1-
FAK-paxilina e a cinase Fyn, que foi capaz de promover a ades@o das células de Schwann a
membrana basal.

Em contrapartida, RICHARD et al. (2000), especularam que PrPc poderia estar
envolvida com a adesdo celular ou com mecanismos de sinalizagdo, uma vez que esta
localizada na face externa da membrana plasmatica. No mesmo trabalho ficou
demonstrado, com o uso de anticorpos anti-PrPc, a reducdo da fosforilagdo da tirosina
cinase Fyn.

Podemos pensar entdo num mecanismo desencadeado pela interagdo LN-PrPc que
module a associagdo com integrina B-1 levando a formagdo da placa de adesdo focal e a
sinalizacdo celular regulada pela atividade de Fyn. Mecanismos semelhantes podem ser
encontrados na literatura, como a capacidade da integrina o581 de modular a interagdo de
av3 com VN nos processos de migracdo celular (BROOKS et al. 1994).

Os ensaios de migracio celular foram realizados com a célula NIH3T3ras uma vez

que migragdes descontroladas estdo relacionadas ao fenotipo tumoral e metastatico
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(HUTTENLOCHER et al. 1995). Alguns experimentos foram feitos com as c€lulas A2058,
que se comportou exatamente como a NIH3T3ras nos ensaios realizados. Optamos em nos
concentrar nas linhagens de camundongos, pois tivemos como meta transportar 0s ensaios
para modelos in vivo.

Nossos ensaios de migragdo mostraram resultados muito semelhantes aos de ades@o,
onde PrPc é importante para o processo em LN mas ndo em FN. O peptideo y-1 medeia
migra¢do em valores maiores que a LN, sendo esta dependente de PrPc. Vale aqui o
comentario feito para o ensaio de adesdo quanto ao nimero de moles de cada reagente.

Da mesma forma que no ensaio de adesio o bloqueio de integrina (-1 inibe a
migracdo celular para o peptideo y-1. Valem aqui novamente os comentarios feitos na
adesdo com relagdo a participagdo de integrina -1 na sinalizagdo da interagdo PrPc-LN.
Entretanto, o ensaio de ades3o realizado com células de animais PrPc 0/0 ndo podera ser
transportado para o ensaio de migracdo. Isto se deve ao fato de células normais (ndo
tumorais) terem baixa capacidade migratéria neste tipo de abordagem experimental. Por
outro lado, achamos que a resposta no ensaio de ades@o € suficientemente forte para propor
0 mecanismo do processo.

Os ensaios de colonizag@o pulmonar in vivo mostram resultados muito interessantes.
O bloqueio de proteinas na superficie celular com anticorpos € labil. A pergunta é: o
anticorpo vai permanecer na superficie da célula pelo tempo necessario para se observar o
efeito do bloqueio na colonizagdo pulmonar? Em ensaios de citometria de fluxo sabemos
que a ligacdo antigeno anticorpo € estavel em até 2 horas. Quando injetamos células na veia
da cauda dos animais o primeiro 6rgdo que estas encontram € o pulmdo, o que acontece em
minutos. Portanto, tempo onde a proteina em estudo ainda esta mascarada pelo anticorpo.
No modelo, as células com maior capacidade de adesdo devem permanecer no Orgdo
enquanto as outras serdo destruidas. Portanto, no intervalo de uma hora a colonizagio esta
encerrada, e as células dardo origem a tumores visiveis a olho ni em 10 a 15 dias
(BRENTANI 1989; CLARK et al. 2000).

Nossos dados mostram que o bloqueio de PrPc da superficie celular com IgG
purificada de soro de coelho anti-PrPc bloqueia em cerca de 50% a formagio de coldnias
pulmonares. O mesmo foi observado quando as células foram incubadas apenas com a

porcdo F(ab),. Este controle foi adotado porque a presenca da por¢io Fc na superficie pode
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mediar a lise celular por fixagdo de complemento o que levaria a uma interpretagao erronea
dos resultados. Como o numero de colOnias encontradas nos dois tratamentos foi
semelhante podemos sugerir que neste sistema empregado a por¢ao Fc do anticorpo nao
fixa complemento e, portanto ndo leva a lise celular.

Os tumores foram produzidos inicialmente em camundongos Balb/c devido a sua
disponibilidade no biotério. Além disso, outros membros do laboratoério ja haviam mostrado
a capacidade de células NIH3T3ras produzirem tumores nesta cepa de camundongos.
Repetimos portanto, os experimentos usando a cepa de camundongos Sui¢os que foram os
animais que deram origem a linhagem NIH3T3 (ROWETT et al. 1990). Os resultados
mostram que as células sdo capazes de originar tumores nas duas cepas de camundongos de
maneira muito semelhante. Indicando que a semelhanca de “background” genético entre as
cepas ¢ suficiente para que reconhegam as células como proprias.

Os dados encontrados neste estudo in vivo reforgam o que havia sido mostrado nos
ensaios de adesdo e migragdo in vitro. Sugerindo fortemente que PrPc é um novo receptor
de LN envolvido com os processos de adesdo e migragdo celulares. Assim como outros
receptores de matriz extracelular, alteragdes na sua expressdo podem fazer com que as
celulas tumorais ganhem vantagens de adesdo e migragdo aumentando seu potencial
metastatico.

E importante ressaltar que este trabalho abre novas perspectivas com relagio aos
estudo de moléculas ou marcadores do processo metastatico, assim como foi feito quando
da caracterizagdo dos receptores classicos de proteinas de matriz em particular de LN.

Vale dizer que em nenhum momento especulamos estar mostrando a molécula
envolvida com processos metastaticos, mas provavelmente um dos atores coadjuvantes
neste evento tdo intrigante e complexo. Acreditamos sim, que a amplia¢do do conhecimento
do processo ajude a formar uma histéria que entendida trara muitos beneficios ao

tratamento do cancer.
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6. CONCLUSOES

)

M)

11}

V)

V)

VI)

Prion celular € um ligante de LN envolvido com adesdo in vitro de células

normais e tumorais.

Prion celular esta envolvido com a migragdo a LN de células metastaticas in

Vitro.

PrPc participa dos mecanismos de adesdo e migra¢do dependentes de LN, mas

nao dos que dependem de FN.

O peptideo y-1 da LN reproduz os eventos desencadeados pela LN quanto a

interagdo com PrPc, confirmando que ele € o sitio de ligagdo de PrPc na LN.

A presenga de integrina 3-1 ndo € suficiente para desencadear a adesdo a LN de
células que tiveram o gene do PrPc removido, nas condi¢cGes experimentais

deste trabalho.

PrPc corrobora para o bloqueio da colonizagdo pulmonar das células
NIH3T3ras.
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