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RESUMO

Cook, ZSP. Determinacao da atividade funcional da proteina prion
celular com as mutacoes V180l, T183A e E200K dentro ou préximas ao
sitio de interacao a laminina. Sao Paulo; 2007. [Dissertagdo de Mestrado-

Fundagao Anténio Prudente].

Doencas por prions sdao encefalopatias neurodegenerativas de origem
infecciosa, esporadica ou hereditaria que atingem tanto animais quanto o
homem. Desde a identificacdo da isoforma celular da proteina prion e
seqlienciamento do gene que a codifica, diversas mutagdes tém sido
descritas no gene PRNP, sendo que mais de 55 destas segregam com
enfermidades. A partir da década de 90 foram relatadas diversas funcdes
fisiolégicas de PrP® e a hipdtese de que as doencas de prion estdo
relacionadas a perda de funcdo da proteina normal, e ndo apenas a
neurotoxicidade da isoforma infecciosa, PrP®°, vem ganhando forca desde
entdo. Com o intuito de verificar a influéncia destas mutagcdées na fungéao
fisiolégica de PrP®, a interacdo da proteina com seus ligantes e sua
distribuicdo celular, foram geradas moléculas de PrP® com as mutacdes
V180l, T183A e E200K fusionadas a proteina fluorescente verde (GFP-
PrP®). Optamos por estudar estes mutantes uma vez que se localizam
dentro sitio de interacdo entre PrP® e um de seus ligantes, a laminina,
descrito por nosso grupo. Esta interacdo € fundamental para varios
processos biologicos de células do sistema nervoso, como adesdo e
diferenciag@o celular. Dada a influéncia do polimorfismo no cédon 129 no
fenotipo de algumas doencas pribnicas de origem genética, a alteragao de
aminoacido neste cddon foi associada a cada mutacao, gerando haplétipos
129M/1801, 129V/180l, 129M/183A, 129V/183A, 129M/200K e 129V/200K,
além do tipo selvagem associado a 129M ou 129V. Através de microscopia
confocal, mostramos que a GFP-PrPV'®% e GFP-PrP2°K  assim como a

proteina do tipo selvagem, estdo distribuidas corretamente na célula
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(membrana plasmatica e regido perinuclear). Ao contrario, a mutagdo T183A
afeta a distribuicdo celular da molécula de PrP®, independente do
aminodacido presente no cédon 129, resultando no acumulo da proteina na
regiao perinuclear, sugerindo retengdo no reticulo endoplasmatico. Ainda,
através da inducdo de internacdo da molécula de PrP® presente na
superficie celular por adicdo de ions cobre ao meio de cultura, mostramos
que as construcdes GFP-PrPY'8 ¢ GFP-PrPE2%%K s50 funcionais.Ensaios de
migracao celular utilizando laminina como substrato foram realizados a fim
de avaliar funcionalmente os mutantes de PrPC. Para estes ensaios, as
contrugdes foram transfectadas em células N2a, das quais selecionamos
clones para obtengéo de populagées com niveis de expressdo homogéneos.
Nao foi possivel detectar diferenga significativa na taxa de migracdo das
células mutantes em relagdo as que expressam a proteina tipo-selvagem.
No entanto, apenas com esta observacdo ndo podemos afirmar que as
mutagdes nao afetam a funcdo normal da proteina. Assim, outras
abordagens devem ser realizadas a fim de melhor avaliar o impacto destas

mutacdes na funcdo normal de PrPC.
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SUMMARY

Cook, ZSP. [Determination of the functional activity of cellular prion
protein contaning the mutations V180l, T183A e E200K localized in or
next to the laminin binding site]. Sdo Paulo; 2007. [Dissertacdo de
Mestrado-Fundagé&o Antdnio Prudente].

Prion diseases are neurodegenerative encephalopathies that can have
infectious, sporadic or inherited origin and affect both animals and humans.
Since the identification of the cellular isoform of the prion protein, followed by
the sequencing of its corresponding gene, several mutations have been
described on the PRNP gene and more than 55 of those being related to
pathologies. Over the years, many physiological functions of PrP® have been
described, and the PrPC loss-of-function hypothesis, for the prion diseases, is
getting more strength. In order to verify the influence of those mutations on
the physiological functions of PrPC, we generated PrP® molecules containing
the mutations V180Il, T183A and E200K fused to green fluorescence protein
(GFP). Those mutants were chosen because they are localized in the
lamminin-PrP® binding site, which was previously described by our group.
This interaction is required for various biological processes on the nervous
system, including cell adhesion and differentiation. Interestingly, the
polymorphism at codon 129 affects the phenotype of some prion diseases
when associated with mutations, and need to be considered. Thus, PrP°
molecules presenting a combination of the 129 polimorphism and the
described mutations were generated resulting in the haplotypes: 129M/180l,
129V/1801, 129M/183A, 129V/183A, 129M/200K and 129V/200K, as well as
wild-type with methionine or valine on codon 129. Using confocal
microscopy, we showed that GFP-PrPY'®% and GFP-PrPE2%K as well as the
wild-type molecules, were correctly localized on the plasma membrane and
perinuclear region. On the other hand, the mutation T183A altered the

subcellular distribution of PrP°, independently of the amino acid present at
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codon 129, resulting in the protein accumulation at the perinuclear region,
wich suggests PrP® retention in the endoplasmatic reticulum. Also, we
showed that the GFP-PrPY'® and GFP-PrP¥2°% molecules are functional
since they are internalized after the addition of copper ions to the culture
medium. To evaluate the effect of the mutations on the PrP° function, we
next performed migration assays using lamminin as the substrate. For that,
the constructs were stably transfected in N2a cells, from which clones were
selected to obtain homogeneous expression levels. No significative
differences were detected on the migration rates of the mutants when
comparing with their normal counterparts. However, with these preliminary
observations is not possible to conclude that PrP® mutations do not affect the
normal function of the protein. Further work, with different approaches,
should be addressed for a better evaluation of the impact of these mutations
on the normal functions of the cellular prion protein.
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1 INTRODUCAO

1.1 PRION SCRAPIE E PRION CELULAR

As encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSEs da sigla em
inglés) sdo um grupo de doengas neurodegenerativas fatais representadas
principalmente pela doenca de Creutzfeldt-dakob (CJD), sindrome de
Gerstmann-Straussler-Sheinker (GSS) e insbnia familial fatal (FFl) em
humanos, scrapie em ovelhas e encefalopatia espongiforme em bovinos
(mais conhecida como “doenca da vaca louca”). Também chamadas de
doencas por prions, as TSEs apresentam propriedade Unica por terem
origem infecciosa, esporadica ou genética (AGUZZI e POLYMENIDOU,

2004; PRUSINER, 1998).

Por muitos anos a natureza fisico-quimica do agente etiolégico das
TSEs foi discutida. De todas as doencas por prions, o scrapie é o que foi
mais extensivamente estudado uma vez que foi o primeiro a ser transmitido
a roedores (CHANDLER, 1961). A partir dos cérebros de hamsters
experimentalmente infectados, foi possivel a purificacdo e caracterizagdo
bioquimica da particula causadora do scrapie, um material extremamente
insoluvel, com caracteristicas amildéides. Com as observacdes de que este
agente era resistente a altas temperaturas, tratamento por agentes
desnaturantes, radia¢des ultravioleta e raios-X, Stanley Prusiner, em 1982,

prop6s que a particula infecciosa seria composta apenas por proteina, sem

Introdugao
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nenhum acido nucléico, distinguindo-a de todos os agentes patogénicos
conhecidos até o momento. Ele entdo introduziu o termo “prion” para
distinguir estas particulas infecciosas proteicas dos virus e Vviridides

(revisado por MARTINS, 1999).

Com a purificagdo das particulas infecciosas, foram produzidos
anticorpos que reconheceram uma proteina de 33-35kDa, presente tanto no
cérebro de animais normais quanto infectados (BARRY e PRUSINER, 1986;
OESCH et al., 1985). A observacao de que a proteina presente no cérebro
de animais normais era totalmente degradada por enzimas proteoliticas,
enquanto a molécula infecciosa era bastante resistente a sua acéo, levou a
conclusao de que havia uma isoforma celular normal da proteina infecciosa.
O agente responsavel pela transmissdo da doenca foi designado como PrP
(proteina prion scrapie) e a proteina normal do hospedeiro foi chamada

proteina prion celular, ou PrP® (PRUSINER, 1989).

Em 1989, Prusiner propds que PrPS° (também designado como PrP"s,
de “resisténcia a digestdo por proteinase K”) seria capaz de converter PrP®
em outras moléculas de PrP5¢ em células normais através da formacéao de
dimeros. Assim, novas moléculas de PrP% seriam geradas
exponencialmente a partir do PrP®, levando a um actimulo de PrP*®insoltvel
dentro e fora das células, o que provavelmente seria um dos eventos que
levam a morte neuronal (PRUSINER, 1989). A producdo de camundongos
deficientes para o gene de PrP° (Prnp®®) pelo grupo de Charles Weissmann

(BUELER et al., 1993) e a observacdo de que estes animais eram

completamente resistentes a infeccdo por prions, sendo esse efeito

Introdugao
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reversivel apds a reintroducdo do gene, trouxe mais uma evidéncia da

participacdo do PrP® no processo infeccioso.

PrPc PrPsc

Legenda: PrP° possui trés regides em a-hélice (espirais verdes) em sua estrutura e duas
regiées em folha B-pregueada (setas azuis). PrP*°, por sua vez, apresenta duas regiées em
a-hélice e quatro em folha -pregueada.

Fonte: http://www.ceniap.gov.ve/bdigital/congresos/vacaloca/rollomorela.htm

Figura 1 - Estrutura terciaria de PrP° e PrPS°.

Embora tenham a mesma sequéncia de aminoacidos, as proteinas
PrP® e PrPS diferem em sua estrutura terciaria. Gasset e colaboradores
(GASSET et al., 1992) propuseram que a transformagdo do PrP® em PrP%°
poderia envolver a conversao de estruturas a-hélice para B-pregueadas. Ja
no ano seguinte esta proposta foi confirmada em estudos de ressonancia
nuclear magnética (PAN et al., 1993) que mostraram que PrP° possui cerca
de 40% de sua estrutura arranjada em a-hélice enquanto PrPS¢ possui

apenas 20% de o-hélice e 50% de estrutura B-pregueada (Figura 1).

Introdugao
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Dominio de ligagdo a cu®

Extremidade %

C-terminal
D2 Extremidade
Ancora de GPI N-terminal

Legenda: Residuos 125-231 provenientes de uma estrutura de RMN (ressonéncia

magnética nuclear) modelados com oligossacarideos (representagdo compacta); a porgao
N-terminal (residuos 23-124) aparece como random coil (em laranja) e a ancora de GPI em
cinza. Estrutura secundéria: hélice A (aA; residuos 144-156; vermelho), hélice B (aB;
residuos 177-193; verde), hélice C (aC; residuos 200-223; azul claro), folhas-f B1 (residuos
128-131; vermelho) e B2 (residuos 160-164; 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 — A proteina prion celular ancorada a membrana plasmatica.

PrP® é uma glicoproteina de superficie celular ligada a face externa
da membrana plasmatica através de sua por¢do C-terminal por uma ancora
de glicosilfosfatidilinositol (GPI, Figura 2) (PRUSINER, 1991; STAHL et al.,
1987). E sintetizado pelos ribossomos concomitantemente ao seu transporte
para o reticulo endoplasmatico (KIM e HEGDE, 2002), onde sofre

modificagdes pos-traducionais, como clivagem do peptideo sinal N-terminal

Introdugao
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(residuos 1-22) e do segmento hidrofobico C-terminal (residuos 231-253),
além da adicdo de uma ancora de GPI (STAHL et al., 1987) e duas cadeias
de oligossacarideos nos residuos Asn181 e Asn197. Ainda no reticulo
endoplasmatico é formada uma ponte dissulfeto entre os residuos Cys179 e

Cys214 (CAUGHEY et al., 1989; RUDD et al., 2002).

A maior parte da molécula de PrP® madura encontra-se exposta na
superficie celular e ligada a outras proteinas de membrana (CAUGHEY et
al., 1989). La esta localizado em dominios de membrana ricos em colesterol
denominados lipid-rafts, ou microdominios de membrana, e passa por um
ciclo que inclui sua internacao e reciclagem para a membrana (SUNYACH et
al., 2003). O mecanismo de internacao ainda é controverso. Alguns autores
defendem um processo mediado por vesiculas revestidas externamente por
clatrina (SHYNG et al., 1993; SUNYACH et al., 2003) e outros um processo
mediado por dominios de membrana semelhantes a cavéolas (KANEKO et
al., 1997; PETERS et al., 2003; VEY et al., 1996). A internacdo de PrP°
também pode ser estimulada pela adicdo de ions cobre ao meio de cultura
celular (PAULY e HARRIS, 1998). As moléculas que nao estao na superficie
celular concentram-se no reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi € em
organelas semelhantes a endossomos no citoplasma (LAINE et al., 2001;

LEE et al., 2001; MAGALHAES et al., 2002).

Introdugao
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1.2 FUNCOES DE PRP°

Tabela 1 — Principais funcdes descritas para PrP°

Tipo celular

Processo

Funcao

Mecanismos, ligantes e vias

Neurdnio

Neuritogénese

Sinaptogénese,
polarizacéo

Sobrevivéncia,
efeitos tréficos

Ligacédo a Cobre

Adesao, sinalizagcao

Sinalizagdo

Anti-apoptético

Pro-apoptético

Endocitose mediada por

cobre

Homeostase de cobre

Atividade SOD

Recruta NCAM nos ‘“rafts” para permitir a
ativagcéo de Fyn-quinase, que medeia vias de
sinalizagao intracelulares

Ligacdo de STI1 induz a ativagdo de MAPK
Liga a LRP/LP e HSPG em sitios distintos

Liga a laminina

Age como fator de crescimento, ativando
multiplas vias

Interage com BAX, STI1 e NCAM

Liga ao fator anti-apoptético Bcl-2

Ligacdo cruzada com anticorpo anti-PrPc
Aumenta niveis de p53

Induz agregamento de PrPc, sua saida dos
“rafts” e endocitose depentente de clatrina
Mantem niveis apropriados de cobre na
membrana pré-sinptica e durante condigdes
de estresse oxidativo

PrPc ligado a cobre tem atividade SOD

Homeostase redox Sinalizagdo Induz NAPDH-oxidase dependente de ROS
através da ativagédo de Fyn
Progenitores Neurogénese Desconhecido Aumenta proliferacdo celular em regides
neurais neurogénicas
Diferenciagao Desconhecido Niveis de PrPc influenciam positivamente a

diferenciagéo celular

Células-tronco

Renovacgéo a longo

Anti-apoptética?

Possiveis mecanismos: transduz sinais de

hematopoiéticas prazo Enderecamento? sobrevivéncia celular; atividade de adeséo
celular direciona as células para o ambiente
apropriado; ou funciona como co-receptor para
horménios, afetando a atividade das CTH
Células T Ativagao Sinalizagdo? Regulagdo positiva de PrPc com ativacédo
induzida por mitégenos
Desenvolvimento Antioxidante Ligacéo a cobre no timo
Leucécitos Diferenciagéo Desconhecido Expressdo de PrPc em linhagens de
linfécitos/mondcitos
Fagocitose Desconhecido PrPc modula fagocitose
Resposta Enderecamento PrPc altera o recrutamento de leucécitos para
inflamatéria o sitio inflamatério
Astrocito Diferenciagdo Sinalizagdo Modulagéo de expressao de nestina e GFAP
Sobrevivéncia Sinalizacdo Interagdo com STI1 induz ativagao de PKA

Fonte: Modificado de CAUGHEY e BARON, 2006
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Apesar da crenga de que o processo neurodegenerativo nas TSEs
ocorra devido a neurotoxicidade de PrP®¢, muitos autores j& admitem a
possibilidade de que estas doencgas possam estar relacionadas a perda de
funcado de PrP°© (HETZ et al., 2003; MARTINS et al., 2002). Por um lado, o
acumulo de placas amildides causa danos no sistema nervoso central, como
ocorre na doenca de Alzheimer (AGUZZI e HAASS, 2003) e na amiloidose
vascular cerebral (REVESZ et al., 2002). Por outro, apenas a deposicao de
PrPS° proveniente de enxertos de cérebros Prnp** ndo é capaz de danificar
cérebros de animais Prnp®® (BRANDNER et al., 1996) e deplegdo de PrP°
em neurdnios de camundongos infectados previne a doenga (MALLUCCI et
al., 2003). Além disso, algumas variantes da doengca ndo apresentam
depdsito amildide. Assim, o actimulo de PrP%® ndao deve ser o Unico

responsavel pela morte neuronal em doengas pridnicas.

O PrP® é uma proteina extremamente conservada evolutivamente,
sendo encontrada ndo s6 em mamiferos como em aves, répteis, anfibios e
peixes (GABRIEL et al., 1992; HARRIS et al., 1991; OIDTMANN et al., 2003;
SIMONIC et al., 2000; STRUMBO et al., 2001), o que sugere que ela tenha

fungéo celular importante.

A proteina prion celular € abundantemente expressa no sistema
nervoso central, estando presente também em linfocitos, células
gastroepiteliais, coracao, rim € musculo (Tabela 1) (FOURNIER et al., 1998;
HORIUCHI et al., 1995; SALES et al., 2002). No tecido nervoso, esta
localizado na membrana sindptica, mais provavelmente no dominio pré-

sinaptico, sugerindo uma fungdo na transmissé@o sinaptica e excitabilidade
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neuronal (revisado por VASSALLO e HERMS, 2003). Foi também localizado
em axbnios em crescimento (SALES et al., 2002) e no citoplasma de alguns

tipos neuronais (MIRONOV et al., 2003).

Camundongos Prnp®® aparentemente ndo possuem nenhum defeito
anatémico ou no desenvolvimento (BUELER et al., 1993). A maior parte das
alteragdes encontradas em camundongos Prnp”® sdo muito sutis, talvez
porque os efeitos estejam sendo parcialmente compensados. Porém, alguns
estudos demonstraram anormalidades eletrofisiolégicas e estruturais no
hipocampo (COLLING et al., 1996; COLLING et al., 1997; COLLINGE et al.,
1994; MANSON et al., 1992), alteracbes no ritmo circadiano e padrao de
sono (TOBLER et al., 1996) e aumento de sensibilidade a convulsdes
induzidas por agentes convulsivantes (WALZ et al., 1999). Porém, a relacéao
destes fendtipos com a fungéo normal de PrPC nao é clara. Alteragdes nas
fiboras de Mossy vistas no lobo temporal de pacientes epiléticos foram
também descritas em animais deficientes para PrP®, o que sugere

envolvimento da proteina em processos epiléticos (COLLING et al., 1997).

PrPC se liga a Cu?* através da regido de octapeptideos na porcdo N-
terminal (Figura 2) (BROWN et al., 1997; HORNSHAW et al., 1995), e esta
interacdo parece induzir a internacao da molécula, sugerindo um papel no
metabolismo de cobre (BROWN et al., 1997; PAULY e HARRIS, 1998).
Brown e colaboradores sugerem que PrPC possa atuar como um depésito de
fons Cu?*, que se ligariam a enzimas que previnem o estresse oxidativo, a
partir da observagado de que células de cérebro de camundongos Prnp®° sdo

mais sensiveis a esta forma de estresse (BROWN, 2001; BROWN et al.,
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1999). Também nestes camundongos foi observada diminuigdo da atividade
da enzima SOD-1 (superoxido dismutase —1) dependente de Cu®*/Zn** e da
catalase, além de um aumento na lipoperoxidacdo, oxidagdo protéica e
modulagcdo da enzima ornitina decarboxilase (KLAMT et al., 2001). Tanto
camundongos Prnp®® quanto infectados com scrapie apresentaram
mudancas na localizagdo membranal da enzima 6xido nitrico sintase
neuronal (nNNOS) (KESHET et al, 1999; OVADIA et al, 1996).
Camundongos que tiveram o gene Prnp removido apds o nascimento
apresentaram reducao dos potenciais de pds-hiperpolarizagdo em células do
hipocampo, sugerindo uma fungdo de PrP® na modulagéo da excitabilidade
neuronal (MALLUCCI et al., 2002). Aumento na excitabilidade neuronal,
funcdo alterada de nNOS e maior vulnerabilidade ao estresse oxidativo
estdo relacionados a danos e morte neuronal. Assim, estes fatos apoiam a
hipotese de que a perda de fungdo de PrP° em doencgas por prions possa

contribuir para o processo neurodegenerativo.

Uma forte evidéncia de fungdo neuroprotetora de PrP® vem da
descricdo de um suposto ligante de PrP® (MARTINS et al., 1997), que mais
tarde foi identificado como a proteina STI1 (Stress Inducible protein 1)
(ZANATA et al., 2002). A interagdo PrP® -STI1 foi capaz de prevenir a morte
celular programada de células n&o-diferenciadas da retina e neurdnios

hipocampais (CHIARINI et al., 2002; LOPES et al., 2005).

A localizagdo de PrP® na membrana plasmatica sugere papéis em

eventos de sinalizacdo (HERMS et al., 2000; MOUILLET-RICHARD et al.,
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2000; SHMERLING et al., 1998) e em interagbes célula-matriz extracelular

(GRANER et al., 2000a; GRANER et al., 2000b).

1.3 PRP® E SEUS LIGANTES — LAMININA, STI1 E VITRONECTINA

51 90 105 119 128 173 182
—_—— — ——
Cu* STH Laminina
l._v_l

Vitronectina

Legenda: Esquema ilustrando os sitios de ligagdo de laminina, STI-1, vitronectina e cobre
na molécula de PrP°.
Fonte: Modificado de HAJJ et al. submetido.

Figura 3 - Principais ligantes de PrPC.

Nos Ultimos anos, diversos ligantes de PrP° tém sido descritos (Figura
3). A maior parte deles esta envolvida no processo de adesdo celular e séo
moléculas conhecidas por apresentarem diversas isoformas. Assim,
acredita-se que PrP® funcione como parte de complexos envolvendo
diversas proteinas e subdominios de membrana que sdo modulados pelo
tipo celular, estdgio de desenvolvimento, etapa de diferenciagdo e fatores
intra- e extracelulares. Este controle da expressao dos diferentes ligantes de
PrP® permite que a interacdo destes com PrPC seja altamente dependente
do contexto celular e tenha diversas conseqiéncias funcionais (MARTINS et

al., 2002).
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Laminina (LN) é uma glicoproteina de 900kDa constituida de trés
cadeias polipeptidicas, o, B e vy, arranjadas em forma de cruz, com os bragos
mais longos formando uma hélice (BECK et al., 1990). E o principal
componente nao colagénico da matriz extracelular e regula processos
biol6gicos como adesdo, crescimento, morfologia e migracdo celular
(OLIVEIRA et al.,, 2002). As respostas celulares ativadas por LN sao
mediadas por receptores de membrana celular, sendo os mais conhecidos
as integrinas. No sistema nervoso central LN estd relacionada com
crescimento de neuritos, direcionamento do cone de crescimento e formacao
de sinapses (LUCKENBILL-EDDS, 1997; VENSTROM e REICHARDT,
1993). No brago longo da cadeia y1 encontra-se um dominio que participa na
inducdo de crescimento neuritico, na migragcao neuronal e na regeneragao
do sistema nervoso (LIEBKIND et al., 2003; LIESI et al., 2001; WIKSTEN et

al., 2003).

Trabalhos realizados por nosso grupo descrevem a ligagcédo de alta
afinidade e especificidade entre PrPC e LN tanto in vitro como ex vivo. PrP°®
se liga a cadeia y1 da LN (GRANER et al., 2000), que é a mais conservada
em todos os tipos de laminina (LUCKENBILL-EDDS, 1997), sugerindo que a
interacdo PrPC-LN pode ser importante numa variedade de tecidos onde
ambos sao expressos. Esta interagdo se mostrou importante no processo de
neuritogénese em linhagens celulares e culturas primarias de neurénios
hipocampais (GRANER et al., 2000; GRANER et al., 2000) e no mecanismo

de consolidacdo da memoéria em ratos (COITINHO et al., 2006).
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Vitronectina (Vn) € uma glicoproteina abundante em diversos tecidos
e esta envolvida em varios processos metabdlicos, como adesdo celular,
mecanismo de defesa humoral e invaséo celular. A interagdo de PrP® com
Vn, observada previamente em trabalhos do nosso grupo, possui um papel

importante na extensao axonal de neurénios da raiz dorsal (HAJJ, 2004).

Com o intuito de caracterizar ligantes para PrP® nosso grupo
identificou STI1, uma fosfoproteina induzida por estresse, primeiramente
descrita em Saccharomyces cerevisae (NICOLET e CRAIG, 1989). Ensaios
de ligagado e de competicao in vitro permitiram ainda identificar os sitios de
ligagdo tanto em PrP® quanto em STI1 (ZANATA et al., 2002). Nossos dados
demonstraram ainda que STI1 é capaz de induzir efeito neuroprotetor contra
apoptose através da via de PKA (proteina quinase dependente de AMP.)
(CHIARINI et al., 2002). Além disso, a interagdo entre PrP® e ST esta
envolvida na diferenciacdo de neur6nios hipocampais através da via de
MAPK (mitogen-activated protein kinase, ou proteina quinase ativada por

mitégeno) (LOPES et al., 2005).

Foram também descritas interacdes de PrP° com NCAM (neural cell
adhesion molecule, ou molécula de adesao de célula neural), recrutando
NCAM para as balsas lipidicas e regulando a atividade de FYN-quinase
(SANTUCCIONE ET AL., 2005), além do receptor de laminina e seu
precursor (HUNDT ET AL., 2001), que pode ter papel importante na

formacgao de PrP™.
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1.4 MUTACOES DO GENE PRNP E A DOENGCA DE
CREUTZFELDT-JAKOB (CJD)

A Doenca de Creutzfeldt-dakob € a mais frequente entre as TSEs. A
maior parte dos casos (85%) tem origem esporadica ou nao definida
(MASTERS et al, 1981). Formas adquiridas, incluindo a iatrogénica
(transmissao ou infeccdo durante tratamento médico ou cirargico) ou nova
variante (infec¢do através do consumo de carne bovina contaminada) sao
menos freqlentes. A frequéncia de casos familiais varia de 6% dos casos de
TSEs na Franga até 53% na Eslovaquia, sendo a média mundial de 15%

(revisado por KOVACS et al., 2005).

CJD afeta aproximadamente 1,6 vezes mais mulheres do que
homens, com idade média de 60 anos (KOVACS et al., 2005). Os sintomas
mais comuns sao desordens visuais, perda de memodria e movimentos
mioclénicos. Uma em cada milhdo de pessoas por ano é diagnosticada com
CJD, sendo que 80% dos pacientes morrem dentro de 12 meses apds o
aparecimento dos primeiros sintomas (RICHARDSON e MASTERS, 1995).
Microscopicamente, CJD caracteriza-se por morte neuronal, gliose e

alteracdes espongiformes (MASTERS e RICHARDSON, 1978).

O primeiro caso auténtico de CJD foi descrito em 1924 por
Kirschbaum (1924 apud KONG et al., 2004, p. 674). Curiosamente, acredita-
se que o caso descrito por Creutzfeldt em 1920 provavelmente ndo seja a

doenca que atualmente conhecemos como CJD. No entanto, foi s6 em 1930
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que Meggendorfer mostrou que o caso descrito por Kirschbaum fazia parte
de uma familia afetada pela forma hereditaria de CJD (KONG et al., 2004)
(MEGGENDORFER, 1930; STENDER, 1930; JAKOB et al., 1950, apud
KONG et al., 2004, p. 674). A transmissao experimental de doencas por
prions hereditarias com fendétipo semelhante a CJD a primatas ndo-humanos
mostrou que elas eram transmitidas por um agente infeccioso (ROOS et al.,
1973), 0 que representou um marco na histéria da medicina, demonstrando
o primeiro exemplo de uma doenca que era a0 mesmo tempo hereditaria e
infecciosa. No inicio, acreditava-se que os individuos afetados possuiam
uma susceptibilidade genética a uma infeccdo adquirida na infancia
(MASTERS et al., 1981). No entanto, quando na década de 80 Prusiner e
colaboradores demonstraram a existéncia das isoformas normal e infecciosa
da proteina prion (BARRY e PRUSINER, 1986; OESCH et al., 1985), foi
possivel entdo a clonagem e o seqiienciamento do gene de PrP® humano
(PRNP) e a descoberta de mutacdes patogénicas de PRNP nas formas

hereditarias das doengas priénicas (HSIAO et al., 1989; OWEN et al., 1989).

Atualmente sdo conhecidas 55 mutagcdes patogénicas e 16
polimorfismos no gene PRNP (Figura 4)(revisado por KONG et al., 2004).

Destas mutagdes, 15 estéo relacionadas a CJD hereditaria.

Dentre as mutacbes encontradas em pacientes com a forma
hereditaria de CJD, a mais freqliente é a E200K (&cido aspartico para lisina
no residuo 200 de PrP®), sendo encontrada em cerca de 70% deles.
Anadlises genéticas sugerem que esta originou-se de um Uunico evento

mutacional na Espanha, disperso através da expulsdo dos judeus Sefardicos
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para outras partes do mundo no final do século XV (COLOMBO, 2000;
GOLDFARB et al., 1991; LEE et al.,, 1999). No entanto, existem outros
haplétipos na Europa e no Japédo, indicando também a ocorréncia de
eventos mutacionais independentes. A penetrancia desta mutacao varia
consideravelmente de acordo com a localizacdo geografica. Enquanto que
em portadores israelenses a penetrancia chega a 89%, nos eslovacos e
italianos nao passa de 59% (CHAPMAN et al., 1994; D'ALESSANDRO et al.,

1998; GOLDFARB et al., 1990; MITROVA e BELAY, 2002).

Y145St
P105L op T183A R208H
V18011 E200K|\/210)
P102L | A117V M232R
1 51 91 81 253
Octarepeat
Dele¢ao de 1 ou mais repeticées N171S E219K
Insercao de 1 ou mais repeticoes
M129V

Legenda: Na parte superior da figura estao ilustradas as principais mutagbes patogénicas e,
na inferior, os principais sitios polimérficos. Excecao feita a octareapet, onde apenas 1
delegdo é polimorfismo, enquanto 2 ou mais dele¢des ou insergoes estdo relacionadas a
doencas.

Fonte: (Adaptado de JACKSON e COLLINGE, 2001).

Figura 4 - Principais mutagbes patogénicas e polimorfismos do gene de
PrPC.

Apesar desta mutacdo causar poucas variagbes nas estruturas
secundaria e terciaria de PrP® ela altera a distribuicdo do potencial
eletrostatico da superficie (ZHANG et al., 2000), o que pode afetar a
habilidade de PrP® de se ligar a outras proteinas.
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Dentre as mutagbes patogénicas descritas para PRNP, apenas no
caso da mutacdo E200K foram encontrados pacientes homozigotos,
tornando-se possivel examinar se a proteina mutante é formada como uma
proteina soltvel, ndo-patogénica que é convertida em PrP* durante o longo
periodo de incubagao, ou se ja é formada inicialmente como PrPS® mutante.
Uma evidéncia indireta da primeira hipétese é a similaridade na idade de
aparecimento da doenca hereditaria e esporadica. Uma evidéncia mais
direta é a auséncia de PrPS¢ na bidpsia do cérebro de um individuo pré-
sintomético portador da mutacdo E200K em homozigose (revisado por
KONG et al., 2004). Esta evidéncia também reforca a hip6tese de perda de

funcdo da proteina normal nas doencas por prions.

Kitamoto e colaboradores encontraram uma mutacao no cédon 180
em um paciente com CJD que resultou numa mudangca de valina para
isoleucina (V180I) e tinha curso clinico similar ao da mutagdo no cédon 178
(KITAMOTO et al., 1993). Um estudo mais recente mostrou que pacientes
com CJD causado pela mutacao V180Il, quando comparados com aqueles
que apresentam a forma esporadica da doencga, apresentaram idade mais
avancada no comeco da doenca e progressdao mais lenta. Os principais
aspectos clinicos descritos sdo espasmos mioclénicos, problemas de
coordenagao motora tipicos de doenga de Parkinson, aquinesia e mutismo.
Além disso, apresentaram disfungbes corticais mais severas, que se
mostraram desproporcionais aos sintomas observados. Curiosamente, foi
observado também que estes pacientes freqlientemente ndo apresentam

histérico familiar da doenca (JIN et al., 2004).
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Em uma familia brasileira onde 9 membros haviam demonstrado
clinicamente doenga pridnica caracterizada por deméncia pré-senil
autossébmica dominante com curso de progressao rapida, foi identificada
uma mutacdo no coédon 183 causando alteracdo de treonina para alanina
(NITRINI et al., 1997). A doenga aparecia em média aos 44 anos de idade
com duracao aproximada de 4 anos. A deméncia era caracterizada
clinicamente com aspectos frontotemporais, incluindo mudancas precoces
de personalidade. Outros sintomas descritos foram: perda de memoria,
agressividade, hiperoralidade, estereotipia verbal e sintomas parkinsonianos.
A avaliagdo patologica de 3 pacientes mostrou alteracdo espongiforme,
perda neuronal e gliose minima nas areas mais afetadas (NITRINI et al.,

1997).

1.4.1 O polimorfismo no cédon 129

Apenas 4 dos 16 polimorfismos relatados para o gene PRNP causam
alteracdo no aminoacido, sendo o mais freqiente a mudanga de metionina
(M) para valina (V) no codon 129. Em caucasianos, a frequéncia de
homozigotos M/M, V/V e de heterozigotos é de 43%, 8% e 49%,
respectivamente (ZIMMERMANN et al., 1999). Nas populacdes japonesa e
chinesa, por sua vez, a freqiéncia de homozigotos V/V é nula, enquanto
homozigotos M/M e heterozigotos apresentam os valores de 92-97% e 3-8%,

respectivamente (DOH-URA et al., 1991; TSAl et al., 2001).
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Estudando, em uma familia francesa, a relagcdo entre a sindrome de
Gerstmann-Straussler e mutagdes em PRNP Doh-ura e colaboradores
identificaram esta alteracdo, que primeiramente acreditaram ser uma
mutacao, no cédon 129. Porém, essa também foi observada em individuos
gue nao apresentavam a doenga, levando a conclusdo de que este era na
verdade um polimorfismo com alta freqtiéncia entre caucasianos (DOH-URA
et al., 1989). Mais tarde, este polimorfismo foi relacionado a CJD
(COLLINGE et al., 1991; PALMER et al., 1991). O polimorfismo no cédon
129 no alelo normal pode influenciar o inicio e a duracao de doengas por
prions de origem genética (IRONSIDE et al., 2005). Aléem disso, o fenoétipo
de algumas doengas de prion pode ser alterado, dependendo do aminoacido
polimorfico presente no alelo mutante. Por exemplo, foi observado que a
mutagdo D178N associada ao 129V resultou em fenétipo de CJD, ao passo
que a mesma mutacao associada a 129M resultou em insénia familial fatal

(GOLDFARB et al., 1992).

Uma importante observacao foi que polimorfismo com o alelo valina
no cédon 129 nado era encontrado em pacientes portadores da nova variante
de CJD (vCJD), sugerindo que este levava a uma menor suceptibilidade ao

desenvolvimento da doenga.

Entre camundongos transgénicos expressando PrP® humano e
infectados com prion de BSE, sé desenvolveram vCJD aqueles que
possuiam o gendtipo 129MM, enquanto que ndo ocorreu transmissao da
doenga para animais que eram 129VV (WADSWORTH et al.,, 2004),

sugerindo que a metionina no coédon 129 €& necessaria para o0
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desenvolvimento da doenca. Tentando explicar a relagdo entre a proteina
prion celular com diferentes alelos no codon 129 e os diferentes fenoétipos
patoldgicos relacionados, Petchanikow e colaboradores mostraram que um
pequeno peptideo da proteina prion humana contendo metionina na posi¢ao
129 possuia maior propensado a adotar a conformagéo de folha-B e formar
agregados, caracteristicas da isoforma patogénica da proteina

(PETCHANIKOW et al., 2001).

Tanto a mutagdo T183A, que impossibilita a adicdo da cadeia de
carboidrato no residuo 181, como a mutagéo V180Il, causam altera¢des nas
propriedades fisicas da molécula de PrP°® (LIEMANN e GLOCKSHUBER,

1999), o que poderia influenciar sua interacao com outras moléculas.

Como o sitio de interacédo a LN encontra-se entre os aminodacidos 173
a 182 da molécula de PrP® de camundongo (GRANER et al., 2000) e
algumas mutacées que segregam com enfermidades foram mapeadas
dentro desta regido, sugerimos que a perda de funcéo na interacdo PrPC-LN

possa estar relacionada aos fendétipos patolégicos.

Apesar das formas hereditarias representarem apenas uma fracao
das doencas pridnicas, PrP® mutadas parecem modelos ideais para o
estudo da perda de funcdo desta proteina. Dentro deste contexto, este
trabalho pretende avaliar funcionalmente a interagdo de PrP® contendo as

mutagdes V180I, T183A e E200K com a molécula de laminina.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Determinacao da distribuicdo celular e avaliagdo da atividade
funcional da proteina prion celular contendo as mutagcées V180I, T183A ou
E200K associadas ao polimorfismo no cédon 129 M ou V e sua interacao

com a molécula de laminina através de ensaios de migracao celular.

2.2 ESPECIFICOS

221 Construcdo das quimeras GFP-PrP®¢ 129M/1801, 129V/180I,
129M/183A, 129V/183A, 129M/200K e 129V/200K, GFP-PrP°

WT/129M e GFP-PrP® WT/129V;
2.2.2 Andlise de distribuicdo celular das moléculas de PrP® mutadas;

2.2.3 Avaliacdo da migragdo celular mediada por LN em células que
expressam os mutantes de PrP® V180l, T183A e E200K e sua

comparacdo com células que expressam a molécula de PrPC normal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CONSTRUCAO DAS QUIMERAS GFP-PRP°

3.1.1 Desenho dos iniciadores

Tabela 2 — Sequéncia dos iniciadores utlizados para construcdo dos
mutantes de PrPC.

Iniciador Seqiiéncia (5’-3°)

F1 ATG CTG GTTCTCTTT GTG

R1 CTC CCT CAA GCT GGA AAA AGA

F2 CAT GAATTC T AAG AAG CGC CCG AAG CCT GGA
R2 ACT GGA TCC TCA ACC TAC TAT CAG AAA GAT
FPS CCA CCG GTA GCA GTC ATT ATG GCG AAC CT
RPS TGT GAT ATT GAT TCA GTC GTG CAC

Fw129V  GGC GGC TAC GTG CTG GGA AGT GCC
Rvi29V  ACT TCC CAG CAC GTA GCC GCC AAG
Fw180I CAC GAC TGC ATC AAT ATC ACA ATC

Rv180I TGT GAT ATT GAT TCA GTC GTG CAC

Todos os iniciadores aqui descritos (Tabela 2) foram desenhados com
base na seqiéncia de PRNP depositada no GeneBank sob numero de
acesso AY008282 (NCBI - National Center Biothecnology Information) e

sintetizados pela IDT-Integrated DNA Technologies. Os iniciadores foram
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analisados quanto a possiveis associagdes entre eles ("hairpin" e dimeros)
no software Oligotech, disponivel na rede
(http://www.oligosetc.com/analysis.php).

Os iniciadores Fw180l, Rv180l, Fw129V e Rv129V, utilizados para
mutagénese sitio-dirigida, foram desenhados contendo uma base alterada
de modo a gerar a mutagdo de interesse (V—l) ou substituicdo do
aminoacido metionina para valina no caso do cédon 129 (bases sublinhadas
na Tabela 2).

Para que as contru¢des pudessem ser inseridas no sitio maltiplo de
clonagem do vetor pEGFP-C1 utilizamos iniciadores externos com sitio para
enzimas de restricdo. O iniciador F2 hibrida nos nucleotideos 110 a 129 e
possui, a montante, uma sequéncia alvo para a enzima EcoRI (sublinhado,
Tabela 2). Ja o iniciador R2 hibrida nos nucleotideos 794 a 805, possuindo
apos esta seqliéncia o sitio de restricdo para a enzima BamHI (sublinhado,

Tabela 2).

3.1.2 Extracao de DNA

As amostras de DNA foram obtidas de leucécitos de sangue periférico
de pacientes portadores de doengas pridnicas hereditarias, que fazem parte
de um estudo conduzido por outra aluna do grupo, que evidenciou as
mutagdes nos codons 183 e 200 de PrP® em alguns deles. Além disso,
foram obtidas amostras de individuos controle, sem mutagdo em PRNP. O

uso do material desses pacientes foi aprovado pelo Comité de Etica em
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Pesquisa da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (processo 6949/99) e
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital do Cancer (processo 700/05).

Para a extracdo de DNA, foi usado o sistema Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega), seguindo o protocolo do fabricante. A precipitagao
de DNA foi feita com a adicdo de 3mL de isopropanol. Esta solugcédo foi
centrifugada, o sobrenadante desprezado e o precipitado lavado com 3mL
de etanol 70%. O DNA precipitado e seco por 15 minutos foi ressuspendido
em 100 uL de Liquido de Hidratacao (Tris/EDTA).

Apés a extracdo, o DNA foi dosado em espectrofotdmetro pela

absorbancia em comprimento de onda de 260nm e estocado a - 20°C.

3.1.3 Amplificacao do gene PRNP

O gene PRNP foi amplificado a partir das amostras de DNA genémico
através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), realizada com o “kit” Taq
DNA Polimerase in Storage Buffer B (Promega). A ciclagem consiste de
desnaturacao a 95°C por 10 minutos, 30 ciclos que incluiam desnaturacéo a
95°C por 1 minuto, hibridacao por 1 minuto, com temperatura que diminuia a
cada 10 ciclos (63°C, 61°C e 59°C) e extensdo a 72°C por 1 minuto, e
finalmente uma extensdo final por 5 minutos também a 72°C. Foram

utilizados iniciadores F1 e R1.

Material e Métodos



Zanith da S. P. Cook 24

3.1.4 Purificacao dos produtos de PCR e de reacao de digestao

Os produtos de todas as reagdes de amplificacédo e de digestao foram
purificados com o “kit” Wizard® PCR Clean-Up System (Promega) conforme

o protocolo do fabricante.

3.1.5 Construcao do vetor pEGFP-C1 com a seqiéncia do peptideo

sinal de PrP°

Para a andlise da distribuicdo celular, era necessario que PrP° fosse
ligada a uma proteina repérter. A proteina reporter GFP (Green Fluorescent
Protein, ou proteina fluorescente verde) € capaz de emitir fluorescéncia
verde por si sé quando excitada sob determinados comprimentos de onda
sem a necessidade de cofatores especiais ou um substrato, permitindo seu
uso como um fluoréforo funcional (CHALFIE et al., 1994). Além disso, a
expressdo de GFP parece ser inerte para as células. Assim, optamos por
clonar o DNA contendo a sequéncia aberta de leitura (ORF) de PRNP no
vetor pEGFP-C1 (BD Biosciences Clontech). No entanto, foi necessario
primeiro inserir a seqiiéncia que codifica o peptideo sinal humano de PrP°
no vetor, a montante da sequiéncia de EGFP, uma vez que a proteina GFP
deveria ser transportada para a membrana fusionada & molécula de PrP°
(figura 5). Assim, foram utilizados iniciadores que flanqueiam apenas a
regiao codificadora do peptideo sinal, iniciando 10 bases a montante da ORF
de PrP® (FPS) e possuem em sua seqiiéncia sitio para a enzima de restrigao

Agel, que também cliva o vetor pEGFP-C1 a montante da sequéncia de
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EGFP. A sequéncia do peptideo sinal foi entdo amplificada por PCR a partir

de DNA gendémico humano e este fragmento foi clonado no vetor pEGFP-C1.

Agel

\ — Agel

BamHi EcoRl

Prpe
Legenda: Esquema do vetor de expressdo contendo GFP-PrP°¢ do tipo selvagem ou os

mutantes de interesse. Na figura sdo mostrandos os locais de insergdo das seqiiéncias que
codificam o peptideo sinal e PrP° no vetor pEGFP. As setas indicam sitios para enzimas de
restrigao.

Figura 5 - Estrutura dos vetores pEGFP-C1 contendo as construgcées GFP-
PrP.

3.1.5.1 Amplificacao da seqliéncia do peptideo sinal a partir de DNA
genomico

A seqliéncia que codifica o peptideo sinal de PrP° foi amplificada a
partir de DNA genémico humano atravées de PCR utilizando iniciadores FPS
e RPS. Para as reacdes foi utilizado o “kit” Platinum® Tag DNA Polymerase
High Fidelity (Promega), seguindo instrucdes sugeridas pelo fabricante. A
ciclagem da reacao consistiu de um passo inicial de desnaturacao a 95°C
por 10 minutos, seguidos por 35 ciclos com desnaturacdo a 95°C por 1
minuto, hibridacdo a 60°C por 1 minuto e extensdo a 68°C por 1 minuto e

uma extensao final a 68°C por 5 minutos.
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3.1.5.2 Digestao com enzima de restricao e desfosforilacao do
plasmideo

Apos a purificagdo da amostra, a mesma foi submetida a uma reagéo
de digestdo com a enzima de restricdo Agel (New England Biolabs™)
utilizando tampéo apropriado por 3 horas a 37°C.

O vetor pEGFP-C1 foi também digerido com a enzima Agel. Para
evitar a recircularizacdo do vetor, foi realizada uma reacdao de
desfosforilagdo utilizando 10 unidades da enzima CIP (Calf Intestinal Alkaline
Phosphatase, New England Biolabs™) em tampao apropriado (NEB 4) por 1
hora a 37°C. A reacéo foi inativada a 72°C por 10 minutos e passou por um
novo processo de purificacdo. O fragmento digerido e purificado foi entdo

inserido no vetor através de reagao de ligacao.

3.1.6 Reacao de |ligacao e transformacao em bactérias
termocompetentes

As reacbes de ligagdo de produtos de PCR nos plasmideos foram
realizadas em um volume total de 20uL utilizando 100 unidades da enzima
T4 ligase (New England Biolabs™) por 16 horas a 4°C.

Metade (10uL) do volume de cada reacao de ligagdo foi usada para
transformacao em bactérias termocompetentes E. coli cepa DH5a. Apds o
choque térmico, as bactérias foram incubadas por 1 hora em 1mL de meio
LB (1% de triptona; 0,5% de extrato de levedura; 1% de NaCl; pH 7,5), a 37°

C. Em seguida foram sedimentadas através de centrifuga¢do a 1700xg por 1
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minuto, ressuspendidas em 200uL de meio LB e semeadas em placas de
LB-agar (1,5% de agar), contendo 50ug/mL de antibiético (ampicilina no
caso do vetor pGEM-T, ou kanamicina no caso de pEGFP-C1) contendo
0,5mM IPTG e 80ug/mL de x-gal no caso da clonagem no vetor pGEM-T. As
colénias positivas (brancas) foram entdo inoculadas em 5mL de LB mais
50ug/mL de antibidtico, por 16 horas a 37° C, para posterior purificacao de
DNA plasmidial em pequena escala. Os plasmideos foram purificados
através do “kit” Wizard® Minipreps DNA Purification System (Promega),

seguindo protocolo do fabricante.

3.1.7 Construcao da seqiiéncia aberta de leitura de PRNP com os
haplétipos 129M/180I1, 129V/1801, 129V/183A e 129V/200K

As sequéncias de PRNP com os haplétipos do tipo selvagem,
associado ou ndo ao polimorfismo do codon 129, foram obtidas diretamente
a partir de amostras de DNA de individuos controle. As seqUéncias com
haplétipos 129M/183A e 129M/200K foram obtidas a partir das amostras de
DNA de pacientes com doencgas pridnicas.

Os produtos amplificados por PCR a partir de DNA gendémico foram
clonados no vetor pGEM®-T Easy Vector System | (Promega), segundo
protocolo do fabricante, e os clones positivos foram sequienciados.

Os clones do gene PRNP amplificados a partir de DNA genbmico e
clonados no vetor pGEM®-T foram utilizados para a construcdo dos

mutantes de PrP® em vetor pEGFP-C1.
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3.1.7.1 PCR recombinante

F externo *\.Finterno
_’ —’
1° METADE 2° METADE
— —
R interno™ R externo
AmplificagGo do DNA molde
1 em reages separadas 2

EEEEEEEER SEEEEEEERDE
1° METADE <:> 2° METADE

Unido das metades:
Desnaturagdo e anelamento

1
EEEEEEEER 2
‘I EEEEEEEER
EEEEEEEER 2
ExtensGo com Taq DNA polimerase
Anelamento dos iniciadores externos
F externo
11— 2

4—
R externo
Amplificagdo da construgaoﬂ
1 2

28

Legenda: Esquema ilustrando a técnica de PCR recombinante, utilizada para a construg¢éo

dos mutantes. Aqui vemos a amplificagdo da ORF usada como molde, o produto amplificado

representando os fragmentos delimitados pelos iniciadores (metades) e a ligagdo dessas

metades para se obter uma nova ORF, contendo a mutac¢éo desejada.

Figura 6 - PCR recombinante.
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Os mutantes para os quais ndo conseguimos amostras de pacientes
foram construidos utilizando a técnica de PCR recombinante (AUSUBEL et
al., 1993), uma abordagem simples para se fazer uma mutacao sitio-dirigida,
ja padronizada e utilizada anteriormente em outros trabalhos do grupo
(ZANATA et al., 2002).

Como DNA molde foram utilizados os clones gerados a partir de DNA
gendmico em vetor pGEM®-T: PrP® WT/129M e WT/129V para a construgao
dos haplétipos 129M/1801 e 129V/1801; e 129M/183A e 129M/200K para
construgcdo dos mutantes com haplétipos 129V/183A e 129V/200K,
respectivamente. Para estas constru¢ées foram utilizados iniciadores
internos especificos contendo uma base alterada codificando para a
mutagdo de interesse (Fw180l e Rv180l) ou para o aminodcido valina no
caso do codon 129 (Fw129Ve Rv129V). Para todas as constru¢des foram
utilizados iniciadores externos com sitio de restricao para as enzimas EcoR/
e BamHI (F2 e R2, respectivamente), de modo que os fragmentos pudessem
ser inseridos no sitio multiplo de clonagem do vetor pEGFP-C1.

A Figura 6 mostra um esquema ilustrando as etapas da reagdo de
PCR recombinante. Primeiramente foram realizadas duas reacdées de PCR
concomitantes. Em uma das reacbes sao utilizados o iniciador forward
externo juntamente com um reverse interno, que resulta em um fragmento
que denominamos “12 metade”. Na outra reagdo sao utilizados um iniciador
forward interno juntamente com um reverse externo, que gera um fragmento
que denominamos “2% metade”. A segunda etapa consiste na jungdo das

“‘metades”, onde cada uma delas funciona tanto como molde quanto iniciador
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para a sintese da outra, gerando cépias do gene inteiro. Isto porque os
iniciadores internos se sobrepéem em 7 cddons, de modo que a extremidade
3’ de uma metade seja complementar a extremidade 3’ da outra. Este
processo ocorre em uma reacdao com 25 ciclos contendo apenas uma
desnaturacao a 95°C por 5 minutos, uma hibridacdo a 60° C por 1 minuto e
uma extensao a 68° C por 10 minutos. Finalmente, sdo introduzidos na
reacao os iniciadores externos F2 e R2 para a amplificacdo da nova fita
contendo a mutagao desejada, sendo realizada entdo nova reacao de PCR.
Para as reacdes de PCR, foi utilizado o “kit” Platinum® Tag DNA
Polymerase High Fidelity, seguindo as condi¢gbes sugeridas pelo fabricante,

sendo as condi¢des de ciclagem as mesmas do item “3.1.5.1".

3.1.8 Clonagem dos mutantes PrP® 129M/180l, 129V/1801, 129M/183A,
129V/183A, 129M/200K e 129V/200K, e das variantes polimérficas
PrP® WT/120M e WT/129V no vetor pEGFP-C1 contendo
seqiiéncia para o peptideo sinal de PrP°
Todas as construgbes amplificadas e purificadas, assim como o
plasmideo pEGFP-C1 contendo sequiéncia que codifica para o peptideo sinal
de PrP°, foram submetidos a uma digestdo dupla com as enzimas EcoR/
(Gibco™) e BamHI (New England Biolabs™), utilizando os tampdes
apropriados, por 16 horas a 37°C. O produto dessa digestao sofreu uma
nova purificagdo com “kit” Wizard® PCR Clean-Up System. Os insertos
ligados no vetor foram clonados em bactérias termocompetentes e os clones
entao foram purificados e seqlenciados.
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3.1.9 Sequenciamento de clones

Uma vez selecionados os clones, cada um deles foi seqlenciado e a
seqliéncia de bases nucleotidicas varrida minuciosamente para verificagao
da presencga de mutagao e identificacdo do aminoacido presente no codon
polimorfico 129. O sequenciamento destes clones foi feito utilizando
iniciadores pUC/M13 (Promega), que anelam na seqiéncia do vetor.

Para o sequenciamento de clones foi utilizado o kit DYEnamic
ETerminator® (Amersham Pharmacia Biotech), seguindo protocolo do
fabricante. A leitura da seqiéncia foi feita em sequenciador ABI 3100

Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

3.2 TRANSFECCAO DAS QUIMERAS GFP-PRP® 129M/180l,
129V/1801, 129M/183A, 129V/183A, 129M/200K E 129V/200K,
GFP-PRP® WT/129M E GFP-PRP® WT/129V EM LINHAGENS
CELULARES

3.2.1 Linhagens celulares e cultura de células

As células foram cultivadas em meio de cultura contendo 10% de soro
fetal bovino em atmosfera de 5% de CO, a 37°C. O meio foi trocado a cada
48 horas.

« HEK 293 (ATCC® Number: CRL-1573™): linhagem embrionaria

proveniente de rim humano, cultivada em meio MEM® (Gibco™)
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« F14 (cedida pelo Dr. David Brown): linhagem proveniente de fusdo de
células da linhagem N18TG2 de neuroblastoma murino e neur6nios
cerebelares de camundongos deficientes para o gene de PrP°. Cultivada em
meio DMEM®-High Glucose (Gibco™).

« MEF??: linhagem proveniente de fibroblastos embriondrios de
camundongos deficientes para o gene de PrPC. Cultivadas em meio DMEM®
(Gibco™),

« CF10 (cedida pela Dra. Sue Priola): células derivadas de cérebro de
embrides de camundongos deficientes para o gene de PrPC. Cultivadas em
meio Opti-MEM® (Gibco) e 1% de antibidticos Penicilin/streptavidine
(Gibco™).

. N2a (ATCC® Number: CCL-131™): clone estabelecido a partir de
neuroblastoma murino. Cultivadas em meio MEM® (Gibco™) contendo
piruvato monossodico 1mM.

« SN56 (SN56.B5.G4): derivada da fusdao de neur6nios de camundongo de
21 dias péds-natal e linhagem de neuroblastoma murino N18TG2

(BLUSZTAUN et al., 1992). Cultivadas em meio DMEM® (Gibco™).

3.2.2 Transfeccdo com Lipofectamine® 2000 (Invitrogen™)

Um dia antes da transfeccdo as células foram plaqueadas em uma
confluéncia de aproximadamente 60% em placas de 35mm. Foram
adicionados 2,5uL de Lipofectamine®2000 a 150uL do meio.

Separadamente, em outros 150uL de meio de cultura, foi adicionado 2ug
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DNA plasmidial. Cada uma das solugbes foi incubada por 5 minutos a
temperatura ambiente e elas foram entdo misturadas delicadamente. A
solucdo contendo Lipofectamine®2000 e DNA plasmidial em meio de cultura
foi entdo incubada por 20 minutos a temperatura ambiente para a formacao
dos complexos DNA-Lipofectamine®2000. Durante este periodo, as células
foram lavadas com PBS (Phosphate Buffered Saline Solution, solugao salina
tamponada com fosfato — 10mM de Na,HPO,, 150mM NaCl, pH 7,4) e
1,5mL de meio de cultura sem soro ou antibidticos foi adicionado a cada
placa. Apds este periodo, a mistura foi adicionada a cada placa e as células
foram incubadas por 4 horas. Ao final do periodo de transfeccao, cada placa
foi lavada uma vez com PBS e foram adicionados 2mL de meio de cultura
contendo 10% de soro fetal bovino.

Para transfeccado estavel na linhagem N2a, apods a transfeccao, as
células foram selecionadas com 600ug/mL de Geneticina (Gibco™), ao qual
o vetor pEGFP-C1 confere resisténcia. A partir destas populagdes foram

selecionados clones pelo método de dilui¢do limitante.

3.2.3 Transfeccao pelo método de co-precipitacao de fosfato de calcio

Para transfeccao em placas de 100mm de diametro, utilizamos 12ug
do plasmideo de interesse em 750ul de agua deionizada, seguido de 250ul
de solugédo 1M de CaCl, e 1000l de solugédo 2X BBS (50mM BES, 250mM
de NaCl e 1mM NaHPO4, pH 6,95). Apdés 5 minutos de incubagdo a
temperatura ambiente, foram adicionados 8 ml de meio de cultura com soro.

As células foram incubadas com a solugdo acima por 5 horas em estufa
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umida com 3% CO,. Apés este tempo, o meio foi retirado e a placa lavada
com 5ml de solugdo PBS. Novo meio de cultura foi adicionado e a placa

incubada em estufa umida, com 5% de CO,, por 48-72 horas.

3.2.4 Transfeccao com Effectene™ (Qiagen)

As células foram transfectadas em placas de 35mm e a padronizacao
das condicOes de transfeccao foi realizada seguindo as recomendacdes do

fabricante.

3.3 IMUNODETECCAO (WESTERN BLOT)

As células N2a semeadas em placas de 100mm em alta confluéncia,
foram incubadas em tampéao de lise (50 mM tris-HCI pH 7,5, 0,5% Triton X-
100, 0,5% deoxicolato de sédio, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl). A solucao
protéica foi dosada através de ensaio colorimétrico pelo reagente de
Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad). Aproximadamente 250ug de
proteinas do extrato foram separadas eletroforeticamente em gel de
poliacrilamida a 10% contendo SDS (SDS-PAGE), transferidas e
imobilizadas em membrana de nitrocelulose (0,45um — Amersham
Biosciences). A membrana foi blogueada com TBST (120mM de NaCl,
20mM de Tris e 0,05% de Tween 20) contendo 5% de leite desnatado
liofilizado (Molico-Nestlé™). Em seguida, a membrana foi incubada com soro

anti-PrP® policlonal M235 — produzido em camundogos deficientes para o
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gene de PrP° sensibilizados com proteina PrP® murina recombinante
(ZANATA et al., 2002) e que é capaz de reconhecer tanto a proteina murina
quanto a humana — diluido 1:3000 em TBST. Apos lavagem com TBST, a
membrana foi incubada com anticorpo secundario (contra IgG de
camundongo) conjugado a peroxidase diluido 1:3000. Apds nova sequiéncia
de lavagens a reacao foi revelada utilizando o "kit” ECL Western Blotting
Analysis System (Amersham Biosciences) seguida de exposicao de um filme

de raio-X a membrana.

3.4 CITOMETRIA DE FLUXO

Aliquotas de 10° células foram incubadas por 30 minutos a 37°C com
meio acrescido de 10% de soro fetal bovino para a recuperacdo da
membrana apdés a tripsinizacdo. Em seguida foram incubadas com anticorpo
policlonal M235 em PBS-BSA-azida (PBS contendo 0,5% albumina sérica
bovina — BSA — e 0,05% azida sddica) por 1 hora a 4°C. As células foram
entdo lavadas 3 vezes com PBS e incubadas com anticorpo secundario
marcado com PE (ficoeritrina, BD PharMingen) em PBS-BSA-azida, por 1h a
4°C. Apds nova lavagem, as células foram ressuspendidas no mesmo
tampéo e a leitura de fluorescéncia realizada nos aparelho BD FACScan ou
BD FACSCalibur (ambos Becton Dickinson), utilizando os softwares “Cell
Lyses”ou “Cell Quest Pro’, respectivamente. O teste de Kilmorogov-Smirnov
para comparacao de duas populacdes foi realizado no software “Cell Quest

Pro”.
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Nos casos em que verificamos apenas a fluorescéncia de GFP,
aliquotas de 10° células foram ressuspendidas em solugdo PBS-BSA-azida,
seguida da leitura direta da fluorescéncia.

Para a analise de fluorescéncia selecionamos o uso do laser de

argbnio (emissao 488nm) e detectores de 530nm (GFP) e 585nm (PE).

3.4.1 FACS (fluorescence-activated cell sorting, ou separacao celular

ativada por fluorescéncia)

A separagdo das células, “ou cell sorting”, foi realizada no aparelho
BD FACSCalibur, utilizando o software “CellQuest Pro”. As células foram
ressuspendidas em uma solugdo de PBS-BSA 0,5%, de modo a resultar
numa concentragao final aproximada de 10’ céls/mL. Para marcar as células
inviaveis, utilizamos 1ug/mL do corante intercalante de DNA iodeto de
propideo (IP). Aliquotas das células sem IP foram separadas para serem
utilizadas para compensacao da leitura de fluorescéncia vermelha (IP) em
relacéo a verde (GFP). Como controle negativo da fluorescéncia foi utilizada
uma populacdo de células N2a ndo transfectadas, de onde também foi
separada uma aliquota sem IP.

Na Figura 7 estéo ilustrados os parametros de sele¢do das células de
interresse. Em A, vemos a distribuicdo populacional de células por tamanho
(eixo X) e granulosidade (eixo Y) onde selecionamos uma regido, deixando
de fora possiveis fragmentos celulares e células agregadas. Em B,
selecionamos as células viaveis, tendo tamanho de células (eixo X) por
fluorescéncia de iodeto de propideo (eixo Y). E em C, selecionamos as
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células por fluorescéncia de GFP, tendo intensidade de fluorescéncia de
GFP (eixo X) por intensidade de fluorescéncia de iodeto de propideo (eixo
Y).

As células selecionadas foram coletadas em tubos de 50mL previamente
revestidos com uma solugdo de BSA 5% em PBS incubada por 1 hora a 4°C.
Em seguida as células foram recuperadas com uma centrifugacdo a 300xg
por 5 minutos, ressuspensas em meio de cultura e colocadas em garrafas de

cultura celular.
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Legenda: Graficos do tipo “dot-plots” para selegao de células N2a expressando GFP-Prp°©
129M. As regides delimitadas pela linha preta indicam a populagdo escolhida. A, Exclusao
de fragmentos celulares e células grandes; B, Selegdo das células viaveis (ndo marcadas
com IP — propidium iodide); C, Sele¢do de células GFP-positivas.

Figura 7 - Parametros utilizados no FACS.
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3.5 ENSAIO DE MIGRACAO

Os ensaios foram realizados em camaras de Boyden (Transwell® —
Corning) com membranas de 6,5mm de didmetro contendo poros de 8,0um.
As membranas foram sensibilizadas com 5ug/ml de LN ou 0,5% de BSA por
1 hora a 37°C. Para evitar ligagdes inespecificas, em seguida as membranas
foram bloqueadas com BSA 0,5% por 30 minutos a 37°C. Em cada pogo
foram plaqueadas 2x10° células, que permaneceram incubadas por 6 horas
em estufa com atmosfera constante de 5% de CO, a 37°C. Encerrado o
periodo de migracao, os pocos foram lavados com PBS e as células fixadas
com paraformaldeido (4%) e coradas com intercalante de DNA DAPI
(0,1ug/ml). As células que nao migraram, ficando na face superior da
membrana, foram removidas para possibilitar a quantificacdo. Imagens de 10
campos aleatérios de cada membrana foram capturadas em microscépio
Olympus [IX70 sob flitro UV (SWB). A contagem do numero de células por
campo foi realizada com o auxilio de um programa de processamento de
imagem (Image J®).

Para comparacéo entre as amostras, os valores de média de numero
de células por campo foram normalizados em relagdo a média obtida das
células N2a transfectadas com o vetor vazio. As analises estatisticas da
média de 3 experimentos independentes foram feitas através da andlise de
variancia (ANOVA) e teste de comparagdo multiplas Tukey-HSD. Foi
considerada uma diferenga estatisticamente significativa quando p<0,05 em

relacdo a migragao dos clones que expressavam PrP® WT/129M.
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3.6 ENSAIO DE INTERNALIZAGAO DE PRP° INDUZIDA POR iONS
COBRE

Para o ensaio de internalizacdo, células N2a expressando as
diferentes construcbes foram plaqueadas em baixa confluéncia sobre
laminulas em placas de 35mm. Em PBS, Cu?* (500uM) foi adicionado e
incubado por 10 minutos. Utilizando microscopia confocal (como abaixo),
foram capturadas imagens aos 5 e 10 minutos de incubacao. Os resultados

foram analisados qualitativamente através dessas imagens.

3.7 MICROSCOPIA CONFOCAL

As analises feitas sob microscopia confocal (BioRad Radiance) foram
realizadas em microscopio Nikon TE 2000 utilizando laser de argénio

488nm.
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4 RESULTADOS

4.1 CONSTRUCAO E CLONAGEM DE PRNP NO VETOR PEGFP-
C1.

A primeira etapa do trabalho consistiu na construcao e clonagem, no
vetor pEGFP-C1, da seqliéncia do gene de PrP° contendo as mutacdes
desejadas.

Comparando a sequéncia de bases nucleotidicas do vetor com os
sequenciamentos dos pontos onde o inserto de PRNP clonado foi inserido
em pEGFP, vemos o correto posicionamento dos sitios de restricdo das

enzimas EcoRl e BamHI (Figura 8).
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Legenda: Eletroferograma representativo do seqiienciamento dos sitios de restricdo para as
enzimas EcoRl e BamHI entre o vetor e o inserto de PRNP.

Figura 8 - Posicionamento correto das sequiéncias dos sitios de restri¢cao.

Ainda, nossos mutantes n&o apresentaram erros adicionais em suas
bases. Observamos a presenca das mutacoes e dos polimorfismos
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desejados, como mostra a Figura 9, onde vemos a correta mudanga dos
nucleotideos, representados nos coédons 129M como -ATG-, 129V como -

GTG-, 180l -ATC-, 183A -GCA- e 200K -AAG-.
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Legenda: Eletroferogramas representativos do seqlienciamento dos clones de PRNP no

vetor pEGFP-C1 mostrando as regides mutadas e as correspondentes do tipo selvagem. A-
cédon 129M; B- coédon 129V; C- cédons 180l (mutado) e 183T (normal); D-co6don 180V
(normal) e 183A (mutado); E- cédon 200E (normal); F- c6don 200K (mutado).

Figura 9 - Sequéncia dos codons tipo selvagem, polimérfico e mutantes nas

construgcées em pEGFP-C1.
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4.2 TRANSFECCAO DAS CONSTRUGCOES EM LINHAGENS
CELULARES

Para a avaliagdo bioquimica e bioldgica das proteinas mutantes, os
vetores contendo as quimeras GFP-PrP® foram transfectados em linhagens
celulares. Foram feitos testes em diversas linhagens, iniciando por aquelas
que ndo apresentavam expressdo enddégena de PrP®, que seriam as mais
apropriadas para que nao houvesse uma possivel interferéncia da proteina
enddégena na atividade funcional da proteina mutante. No entanto, apos
diversas tentativas (resumidas na Tabela 3), verificamos que a linhagem
N2a, apesar de expressar PrPC, era a que melhor se enquadrava nas
nossas necessidades, sendo de origem neuronal e apresentando melhor
eficiéncia de transfecgdo. A linhagem F14 parecia ser a ideal por ser
proveniente de células depletadas de PrP® e apresentar boa eficiéncia de
transfeccdo, mas em uma andlise para confirmar a auséncia de proteina
nestas células, detectamos alta expressdo de PrP° na superficie (dados ndo

mostrados).

Tabela 3 - Eficiéncia dos métodos de transfeccao testados em diversas
linhagens celulares.

Linhagem Eficiéncia do Método de Transfec¢ao Aplicacao

Caz2P0O4 Lipofectamine  Effectene

HEK 293T boa nula (téxico) n/a n/a

F14 ruim boa n/a n/a

MEF° nula (t6xico) nula (téxico)  nula (t6xico) n/a

CF10 ruim ruim ruim n/a

N2a ruim boa n/a ensaios funcionais
SN56 ruim boa n/a avaliagao distribuicdo celular
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4.3 ANALISE DE DISTRIBUICAO CELULAR DAS MOLECULAS DE
PRP® MUTADAS

Para avaliar a distribuicdo celular das quimeras mutantes, optamos
por utilizar a linhagem celular SN56, de origem neuronal, pois ela apresenta
uma morfologia ideal para este tipo de analise, sendo utilizada em diversos
estudos de localizagao e trafego de proteinas (BARBOSA, Jr. et al., 2002;
MAGALHAES et al., 2005; MAGALHAES et al., 2002). Apos a transfeccao,
as celulas foram carenciadas de soro e foi adicionado 1mM de dibutiril-AMPc
para diferencia-las. As imagens foram adquiridas através de microscopia

confocal.

Como ja descrito anteriormente, PrP® é uma glicoproteina de
membrana plasmatica. Assim, conforme o esperado, foi possivel observar as
quimeras GFP-PrP® WT/129M e WT/129V localizando-se na membrana
celular e na regido perinuclear, que corresponde ao complexo de Golgi (LEE
et al.,, 2001) (Figura 10A). Este mesmo padrdo de distribuicdo celular foi
observado para os mutantes 129M/180l, 129V/180l, 129M/200K e
129V/200K. Interessantemente, observamos que a proteina prion celular
com a mutagdo T183A parece estar acumulada na regido perinuclear,
independentemente do aminoacido presente no cédon polimoérfico 129

(Figura 10B).
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Legenda: Imagens de microscopia confocal mostrando a distribuicdo celular das
construgoes GFP-PrP®. A: Construcdes que apresentam localizagdo celular normal. B: As
quimeras GFP-PrP® 129M/183A e 129V/183A apresentam distribuig@o celular alterada.

Figura 10 - Distribuicdo celular das construcées GFP-PrPC.
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4.4 AVALIAGAO FUNCIONAL DAS PROTEINAS MUTANTES

Para os ensaios funcionais, as construgbes foram transfectadas na
linhagem N2a. Apdés a selecdo com geneticina, observamos que as
populacdes de células foram capazes de manter a expressdo de GFP-PrP°®
(Figura 11). No entanto, como se pode observar, elas sdo heterogéneas
(presenca de dois ou mais picos de deslocamento de fluorescéncia), sendo
necessaria a selecao de clones para a obtencado de populagées com um

nivel homogéneo de expressao de GFP-PrP°.
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Legenda: Histogramas representativos de ensaios de citometria de fluxo, mostrando o
deslocamento dos picos de fluorescéncia de GFP das populagbes selecionadas (linhas
azuis) em relagao as células N2a nao transfectadas (linhas pretas).

Figura 11 — Expressdo das quimeras GFP-PrP® nas populacdes
selecionadas.

Assim, através do método de diluicdo limitante, selecionamos dois

clones das células transfectadas com cada construcdo mutante e do tipo
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selvagem (Figura 12), para a realizacdo dos ensaios funcionais com dois
grupos de clones distintos. Podemos notar a presenca de apenas um pico de
deslocamento de fluorescéncia mostrando homogenidade entre as

populacdes celulares.

A andlise do deslocamento dos picos de fluorescéncia de GFP do
segundo grupo de clones, quando comparados a fluorescéncia de GFP do
primeiro grupo, se mostraram similares (Figura 12). A Tabela 4 mostra as
médias das intensidades de fluorescéncia de cada clone normalizadas com
relacdo a média da intensidade de fluorescéncia da célula N2a nao

transfectada

A aparente discrepancia observada entre alguns numeros ocorre
porque a medida da intensidade de fluorescéncia € influenciada pela medida
da base do histograma, refletindo a homogeneidade da populagdo. Apesar
da expressdo as vezes ndo ser homogénea, a maior parte das populagdes
apresentam uma intensidade de fluorescéncia que fica entre 0 segundo e 0
terceiro log do eixo y. Indicando, portanto uma expressao similar de GFP e

indiretamente de PrP® entre os clones.

Tabela 4 — Comparacao entre as médias de intensidades de fluorescéncia
de GFP dos clones do grupo 1 e do grupo 2.

clone1 clone?2

WT/129M 3,57 3,87
WT/129V 3,17 4,68
129M/180I 5,40 11,75
129V/180I 27,37 43,68

129M/183A 41,42 9,48
129V/183A 24,56 17,90
129M/200K 16,55 9,56
129V/200K 9,32 9,99
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Clone 1

WT/129M

Clone 2

WT/129V

129M/180I

Ea

129V/180I

129V/183A 129M/1803A

129M/200K

129V/200K

Clone 1

Clone 2

Legenda: Histogramas representativos de ensaios de citometria de fluxo mostrando o

deslocamento dos picos de fluorescéncia de GFP dos clones selecionados por diluicao

limitante (linhas azuis) em relagdo as células N2a nao transfectadas (linhas pretas).

Figura 12 - Expressdo das quimeras GFP-PrP° nos clones selecionados a

partir das populagdes iniciais.
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4.4.1 Ensaio de imunodeteccao das construcoes nos clones de N2a

Para verificar a expressao das construcées nos clones selecionados,
primeiramente foi realizado um ensaio de imunodeteccao utilizando o
anticorpo policlonal anti-PrP® M235, que é capaz de reconhecer tanto a
proteina murina quanto a humana. Desta forma, podemos comparar as
intensidades das bandas correspondentes a proteina exégena (humana) em
relacdo a enddgena (murina). Por esta abordagem realizamos uma
avaliagdo qualitativa da expressao das constru¢ées GFP-PrP® nos clones e
mostramos que, aparentemente, a intensidade das bandas correspondentes
a proteina exdgena fusionada a GFP (aproximadamente 66kDa) € similar a
das bandas correspondentes a proteina enddgena (aproximadamente
30kDa) (Figura 13, linhas 3 a 10), indicando que nossas construgdes estao

sendo expressas em concentracdes similares as fisioldgicas.

Além do nivel de expressdao da proteina exdgena, por esta
abordagem também foi possivel fazer uma avaliagdo do padrédo de
glicosilagdo das proteinas mutantes. A separagdo por SDS-PAGE de PrP°®
resulta no aparecimento de 3 bandas distintas, correspondendo as formas

diglicosilada, monoglicosilada e nao-glicosilada.

Podemos verificar que, com excecdo de GFP-PrP® 129V/183A, todas
as construgcdes parecem apresentar as trés formas da proteina, com
predominancia da forma diglicosilada. No caso da construgdo GFP-PrP°

129V/183A (Figura 13, linha 8), ndo detectamos a forma diglicosilada. No
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entanto, estudos mais detalhados, como um ensaio enzimatico de

deglicosilacéo, serdo necessarios para confirmar estes resultados.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

66kDa —

. 3

30kDa —

Legenda: Autorradiografia representativa de ensaio de imunodetecg¢édo de PrP° nos clones
do primeiro grupo, utilizando anticorpo policlonal anti-PrP°, que reconhece da mesma forma
a proteina murina e a humana. 1-N2a néo transfectada; 2- GFP; 3- GFP-PrP® WT/129M; 4-
WT/129V; 5- 129M/180l; 6-129V/180I1; 7-129M/183A; 8- 129V/183A; 9-129M/200K; 10-
129V/200K.

Figura 13 - Expressédo basal das construcdes transfectadas nos clones

selecionados.

4.4.2 Ensaio de internalizacdo induzida por Cu?*

A inducdo de internalizagdo de PrP® presente na superficie celular é
uma abordagem simples para verificacdo da funcionalidade das construgdes
GFP-PrP® (LEE et al., 2001). Como podemos observar na Figura 14, todas
as construcdes avaliadas foram internalizadas apés adicdo de ions Cu?".

Esta avaliacdo ndo foi possivel de ser realizada com as construcoes

Resultados



Zanith da S. P. Cook 50

apresentando a mutagédo T183A, uma vez que elas nédo foram detectadas na

superficie celular.
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WT/

Legenda: Imagens de microscopia confocal mostrando o processo de internalizagcdo das
construcdes GFP-PrP® na membrana plasmatica em 0 min (B), 5 min (C) e 10 min (D) ap6s
a adicdo de Cu®". A: luz transmitida; B-D: GFP.

Figura 14 — Internalizacdo induzida por Cu®* nos clones expressando as
construcées de PrP°.
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4.4.3 Avaliacdo do nivel de expressdo das construcées de PrP° na

superficie celular por citometria de fluxo

Foram realizados ensaios de citometria de fluxo com marcacao
indireta de ficoeritrina (PE) nas células ndo permeabilizadas, utilizando o
anticorpo policlonal M235. Para isso foram selecionados os clones 1 de cada
tipo de construcdo de PrP° (ver Figura 12 e Tabela 4). A Figura 15 mostra, a
esquerda, os histogramas representativos destes ensaios e, a direita, os
gréficos representativos do teste K-S (Kolmogorov-Smirnov) realizado para a
comparagao entre a populacao controle e as que expressam as diferentes
construgdes. Em ensaios de citometria de fluxo, o teste K-S de duas
amostras € utilizado para comparar duas curvas em histogramas
sobrepostos, onde é avaliada a frequéncia de distribuicdo de pontos em
cada curva, encontrando a maior diferenga entre as duas curvas (D). Assim,
podemos dizer que o valor estatistico D é a maior diferenca entre
intensidade de fluorescéncia de duas populacdes, com probabilidade de erro

menor que 0,1% (p<0,001).

A Tabela 5 mostra a média de trés experimentos distintos das
intensidades de fluorescéncia (médias geométricas dos histogramas)
normalizadas em relacdo a um controle de células N2a nao transfectadas e
incubadas com o mesmo anticorpo. Como se vé, os clones GFP-PrP°
WT/129M, WT/129V, 129M/180I, 129V/1801, 129M/200K, 129V/200K
apresentam expressao relativamente homogénea entre si (intensidade de
fluorescéncia de 2,11 a 2,73 vezes maior do que o controle). Ainda,

mostramos que os clones de células, em comparagdo com o controle,
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expressam mais PrP® na superficie, com uma diferenca maxima de
intensidade de fluorescéncia variando de 38% (D=0,38) a 52% (D=0,52),

indicando também que n&o ha superexpressao da proteina nestes clones.
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Legenda: Histogramas representativos de ensaios de citometria de fluxo detectando o
deslocamento dos picos de PrpP° exégeno (linha cinza) com relagdo a célula N2a nao
transfectada (linha preta). A direita dos histogramas, graficos gerados pelo teste K-S.

Figura 15 - Expressao de PrP° exdgeno nos clones do grupo 1.
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Tabela 5 — Médias de intensidade de fluorescéncia do primeiro grupo de
clones (Grupo 1).

Intensidade de fluorescéncia D
média (valores relativos) (p<0,01)
N2a 1,00 0,94*
GFP 1,12 0,16
WT/129M 2,11 0,38
WT/129V 2,76 0,52
129M/180I 2,08 0,38
129V/180I 2,06 0,45
129M/183A 1,07 0,14
129V/183A 0,76 0,18
129M/200K 2,66 0,52
129V/200K 2,01 0,44

* Valor obtido com a comparagéo da célula N2a marcada com anticorpo M235 em relagao a
mesma célula sem marcacao.

Nao foi possivel avaliar por esta abordagem a expressao da proteina
mutante dos clones expressando GFP-PrP® 129M/183A e 129V/183A, uma
vez que, no caso desta mutacdo, a proteina ndo é localizada na superficie

celular.

Os clones 2 de cada contrucéo (ver Figura 12 e Tabela 4) ndo foram
analisados com o uso de anticorpos anti-PrP®, mas os dados das Figuras 12
e 13 bem como da Tabela 5 sugerem que existe uma expressao similar tanto

entre os clones 1 e 2 como entre as diferentes costrugcdes de PrPC.

4.4.4 Ensaios de migracao celular

4.4.4.1 Clones 1 e 2 de cada construcao selecionados por diluicao

limitante

Os ensaios de migragdao foram feitos utilizando células N2a nao

transfectadas sobre o substrato de BSA (controle negativo) e sobre LN
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(controle positivo) para cada clone de células transfectadas. Estas ultimas
foram ensaiadas apenas na presenga de LN. Uma imagem representativa do

ensaio estd apresentada na Figura 16.

Os resultados de todos os ensaios estdo expressos de maneira
normalizada com relagcdo aos clones de GFP. Acreditamos que este seja 0
melhor controle de migracdo, ja que sao células N2a que foram
transfectadas com o vetor para a expressdo de GFP, mas que néo
expressam PrP® exégeno. Para andlise estatistica, utilizamos como
parametro de comparacdo a migracao ocorrida nos clones transfectados

com a construgao que expressa o PrP° protétipo WT/129M.

D

Legenda: Imagem capturada sob microscopia de luz UV de um campo da membrana

porosa da Camara de Boyden (aumento 40X) com células coradas com DAPI. A, N2a nao
transfectada sobre BSA (controle negativo); B, N2a nao transfectada sobre LN (controle
positivo); C, GFP-PrP® WT/129M (clone 1) e D, GFP-PrP° 129V/200K (clone 1).

Figura 16 - Imagem representativa do ensaio de migracéo.
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Os resultados dos ensaios dos clones 1 estdo monstrados na Figura
17A. A primeira observacdo interessante foi a de que a adigdo de PrP° do
tipo selvagem com o polimorfismo 129M ou 129V n&o alterou a taxa de
migracao. A expressao da mutagdo 180l associada com M ou V no co6don
129 também ndo modificou a migracao celular. Por outro lado, a presenca
dos mutantes 183A associado a 129M e de 200K associado a 129V causou

uma inibicdo na migracao celular mediada por laminina.

Para confirmar estes resultados, realizamos experimentos com os
clones do grupo 2 (Figura 17B). Surpreendentemente, observamos uma
inibicdo na migracao dos clones expressando as proteinas do tipo selvagem
(WT/129M e WT/129V), bem como os mutantes 129M/1801, 129V/183A e
129M/200K. Ainda mais intrigante foi a observacédo de que, neste caso, as
células expressando GFP-PrP® 129M/183A e GFP-PrP® 129V/200K
mantiveram o0s niveis basais de migracdo, ao contrario do que aconteceu

com os clones do grupo 1 expressando os respectivos mutantes de PrPC.

Uma vez que os clones expressam concentragdes de PrPC exdgeno
semelhante aos niveis da proteina enddgena, descartamos que a
superexpressdao da proteina exdgena pudesse ser responsavel pelos
resultados discrepantes nos ensaios de migragado. Assim, a préxima hipétese
levantada foi a de que os resultados nao estavam refletindo a presenca ou
auséncia de mutacdo em PrPC, e sim algum evento clonal especifico dos

clones avaliados.
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Legenda: Em A, clones do grupo 1e em B, clones do grupo 2. Os valores das médias do
namero de células por campo foram normalizados com relagdo ao clone expressando o
vetor vazio (GFP). * p<0,05 comparados ao clone WT/129M.

Figura 17 — Quantificacdo dos ensaios de migragdo com os clones de N2a
dos grupos 1 e 2.

4.4.4.2 Uso de “cell sorting” para o isolamento de “pools” celulares
expressando as construcoes de interesse.

A solucao encontrada para contornar o problema do efeito clonal foi, a

partir das populagbes heterogéneas iniciais, selecionar através de “cell

sorting” uma populagdo com expressdo homogénea das diferentes

construgdes de GFP-PrPC.

Foi possivel isolar populagcbes homogéneas de N2a expressando

GFP-PrP® WT/129M, WT/129V, 129M/183A e 129V/183A (Figura 18).
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Legenda: Histogramas representativos de ensaio de citometria de fluxo mostrando curvas
de expressdo de GFP nas populagdes selecionadas por FACS. Linha preta: N2a nao

transfectadas; linha cinza: populagao selecionada.

Figura 18 - Expressdo de GFP-PrP® nas populacdes selecionadas por
FACS.

Os resultados dos ensaios de migracdo realizados com estas
populacdes sao mostrados na Figura 19. Como controle, utilizamos, além da
célula N2a ndo transfectada, o clone de GFP que faz parte do grupo 1.
Podemos observar que nem a proteina do tipo selvagem, nem o mutante
T183A afetaram a capacidade de migracao das células, independente do
polimorfismo no cédon 129. Este resultado sugere que, de fato, nos
experimentos realizados com os clones (Figura 17) as diferencas nas taxas
de migragdo ocorreram devido ao efeito clonal. Como apenas tivemos
acesso a técnica de “cell sorting” nos ultimos meses deste trabalho,
infelizmente ndo houve tempo habil para ampliar estes experimentos para as

outras populagées mutantes.
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Legenda: Os valores das médias de numero de células por campo foram normalizados com

relacdo ao clone expressando o vetor vazio (GFP).

Figura 19 - Quantificacdo dos ensaios de migracdo com as populagbes
selecionadas por FACS.
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5 DISCUSSAO

Desde a identificacdo do gene que codifica a proteina prion celular,
até o ano de 2004 haviam sido descritas 55 mutacdes patogénicas e 16
polimorfismos em PRNP, sendo que este numero ainda esta crescendo. A
maior parte dos trabalhos que estudam mutagées em PRNP estdo focados
na biossintese e processamento das proteinas mutadas, avaliando seu
potencial em ser convertidas em PrP™°. Até o momento ndo encontramos
trabalhos em que avalia-se a influéncia destas mutagdes sobre a funcao
bioldgica de PrPC.

Parece que, apesar da crescente aceitacao da hipotese de perda de
funcdo da proteina como sendo a causa de algumas doencas pridnicas,
ainda é mais comum a idéia de que o principal causador das doencas é o
acumulo da isoforma insoluvel, toxica, nas células.

No entanto, até hoje ndo foi provado que o agente causador da
doenca seja composto somente por PrP™®. De fato, é provavel que outras
moléculas sao necessarias para a propagacao do prion, participando como
componentes ou cofatores na conversdo de PrP® em PrP™ (revisado por
CAUGHEY e BARON, 2006). Ainda, PrP° pode ser um mediador da
neurotoxicidade de PrP"™°, destacando a importancia de investigar como a
funcdo normal de PrP° pode estar corrompida nas TSEs.

Desta forma, fica clara a relevancia deste trabalho ao estudar como
uma funcdo normal de PrP® pode ser afetada na presenca de mutacdes

patogénicas no gene PRNP. Para tal estudo, foram geradas construcoes
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GFP-PrP® apresentando as mutacdes V180I, T183A ou E200K, associadas
a CJD, a mais frequente TSE hereditaria. Ainda, as mutacdes foram
associadas ao polimorfismo no coédon 129, que tem papel importante no
fenétipo de algumas doencas pribnicas e também relacionado a
susceptibilidade a vCJD. Além disso, estas mutacdes estdo localizadas
dentro ou préximas ao sitio de interacdo a laminina, descrita pelo nosso
grupo como sendo essencial no fenémeno de diferenciagdo neuronal
(GRANER et al., 2000a; GRANER et al., 2000b).

A utilizagdo da proteina prion celular fusionada a GFP, aliada a
microscopia confocal, possibilita a observacdo das células vivas, sem
necessidade de fixagdo ou marcacao indireta. Desta forma, torna possivel a
avaliacao tanto da localizagao subcelular das construgdes mutantes, quanto
sua funcionalidade no que se refere a capacidade de ser internalizada em
resposta & adicdo de fons cobre ao meio de cultura. A fusdo de GFP a PrP°®
nao interfere em sua biossintese, processamento ou capacidade de ser
internalizada, como j& descrito anteriormente em outros trabalhos do grupo

(LEE et al., 2001; MAGALHAES et al., 2002).

5.1 ANALISE DE DISTRIBUICAO CELULAR DAS MOLECULAS DE
PRP® MUTADAS

As construgdes GFP-PrP® do tipo selvagem (WT/129M, WT/129V),
assim como as mutantes 129M/1801, 129V/180I, 129M/200K e 129V/200K

estao corretamente distribuidas na célula, estando localizadas na membrana
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plasmatica e na regido perinuclear. Estas observacbes ndo haviam sido
feitas até entdo para o mutante V180l. Em um trabalho de Lehmann e Harris
(1996) apenas sao citados dados nao publicados de que o mutante E200K
esta associado a membrana plasmatica (LEHMANN e HARRIS, 1996).
Ainda, nenhum trabalho associa as mutacdes ao polimorfismo do cédon 129.

Ja o mutante T183A, independente do codon polimérfico 129
associado, nao vai para a superficie celular, ficando apenas na regiao
perinuclear. Diversos trabalhos relatam a auséncia total ou parcial desta
proteina mutante na superficie celular, sendo que todos os trabalhos
estudam a proteina murina. Enquanto alguns trabalhos revelaram a auséncia
de expressdo do PrP® 183A na superficie celular em células CHO, CV1 e
N2a (KORTH et al., 2000; LEHMANN e HARRIS, 1997; ROGERS et al.,
1990), outros observaram a presencga deste mutante na superficie de células
N2a e FRT (Fisher rat thyroid, tirGide de rato) transfectadas estavelmente e
subclonadas, além de fibroblastos murinos néo clonados (CAMPANA et al.,
2006; NEUENDOREF et al., 2004). Campana, no entanto, detecta apenas um
sinal fraco na superficie através de imunohistoquimica em células néo
permeabilizadas, enquanto em células permeabilizadas ha um forte sinal
intracelular difuso. Estas discrepancias podem ter sido causadas devido as
diferentes técnicas utilizadas. Neuendorf e colaboradores (2004) sugerem
que nos casos em que a proteina foi detectada na superficie, poderia ser
devido a sua superexpressdo, exaurindo a maquinaria de trafego de

proteinas e resultando no acumulo da proteina que normalmente seria
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degradada pelo proteassoma. No nosso estudo a proteina mutante T183A
expressa em células SN56 transfectadas transitoriamente, bem como nos
clones de N2a, nunca foi detectada na superficie das células. Mais
recentemente, contradizendo a possivel presenca de PrP® T183A na
superficie celular, ainda que em condicdes artificiais, Kiachopoulous e
colaboradores (KIACHOPQULQOS et al., 2005) descreveram que a mutacao
T183A impede a ligacdo da ancora de GPI a PrP° e hipotetizam que este
defeito na maturacao é causado pela desestabilizacdo do “core” hidrofébico
pela mutacao.

O trabalho de Campana et al. mostra que o mutante T183A
intracelular colocaliza com um marcador de reticulo endoplasmatico,
sugerindo que a retencdo no RE possa estar envolvida na degradagéao
eficiente das isoformas incorretamente dobradas da proteina.

Diversas glicoproteinas necessitam da N-glicosilagdo intacta para sua
expressdo na superficie celular (GARCIA et al., 1995; MCFARLANE et al.,
2000; OLIVARES et al.,, 1995; ROBERTS et al.,, 1998). A proteina prion
celular possui duas sequéncias consenso para N-glicosilagdo (NXT) que sdo
conservadas entre todas as espécies (VAN et al.,, 2003) e em humanos
localizam-se nos aminoacidos 181 e 197. Estes sitios sdo variavelmente
glicosilados in vivo, de modo que sao observadas formas mono-, di- e ndo-
glicosilada (RUDD et al., 1999; STIMSON et al., 1999). Diversos trabalhos
investigaram o possivel papel da glicosilacdo na localizagcao subcelular de
PrPC, e diferentes resultados foram mostrados. Em geral, a forma n&o-

glicosilada de PrP® nao é detectada na superficie celular, permanecendo

Discussao



Zanith da S. P. Cook 64

presa no citoplasma (DEARMOND et al., 1997; LEHMANN e HARRIS,
1997; ROGERS et al., 1990). No entanto, outros trabalhos detectam a forma
nao-glicosilada na superficie de diferentes linhagens celulares quando
transfectadas com alguns dos mutantes no sitio de glicosilacdo (KORTH et
al., 2000; NEUENDORF et al., 2004). Isso sugere que a mutacdo no
aminoacido, e ndo a falta de glicosilacdo, pode influenciar o destino
intracelular de PrPC. Ainda, foi demonstrado que PrP® sem oligossacarideos
complexos apds o tratamento com geldanamicina é localizado na superficie
celular (WINKLHOFER et al., 2003), sugerindo que PrP° pode trafegar na
célula independente da presenca de agucares maduros, mais uma indicagao
de que a mutagdo no codon 183 € a responsavel pela retengdo da proteina
no reticulo endoplasmaético.

A mutacdo T183A destréi o primeiro sitio aceptor de N-glicosilagéo.
Apesar de ndo termos feito aqui uma analise especifica do padrdo de
glicosilagdo, podemos observar que, no caso do haplétipo 129V/183A,
parece haver alguma modificacdo neste padrdo, o que n&o observamos para
o haplétipo 129M/183A. Isto é curioso, uma vez que os trabalhos da
literatura utilizam a mutacado T183A n&o associada ao polimorfismo no cédon
129 para descrever que esta mutacdo afeta o padrao de glicosilacao,
abolindo a forma diglicosilada da proteina (CAMPANA et al.,, 2006;
KIACHOPOULOS et al.,, 2005; NEUENDORF et al., 2004). Devemos
salientar, no entanto, que as nossas observacbes sobre o padrdao de
glicosilacdo sao apenas sugestdes, uma vez que nao foi realizado nenhum

ensaio enzimatico de deglicosilagdo especifico a fim de nos certificarmos de
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que as diferentes bandas vistas proximas a altura esperada para GFP-PrP°
sdo realmente as distintas formas di-, mono- e ndo-glicosiladas da proteina.
Assim, a aparente glicosilagdo normal de PrP® 129M/183A pode ser um
artefato e uma avaliagdo mais minuciosa devera ser realizada.

No caso das mutacdes V180l e E200K, a glicosilagdo normal ja foi
descrita previamente, apesar da primeira estar localizada préximo a um dos
sitios de glicosilacdo (CHASSEIGNEAUX et al., 2006; ROSENMANN et al.,

2001).

5.2 AVALIACAO FUNCIONAL DAS PROTEINAS MUTANTES

Para a avaliacao funcional das proteinas mutantes, as construcdes
GFP-PrP° foram transfectadas em células da linhagem N2a, que foram
selecionadas com geneticina gerando populacbes com expressao
heterogénea das proteinas de interesse, de onde foram selecionados clones
através do método de diluigdo limitante. Estes clones foram utilizados em
ensaios internalizagdo e de migragéo celular.

As observacoes divergentes nos ensaios de migragao realizados com
dois clones diferentes para cada constru¢do nos levaram a sugerir a
existéncia de alteracao no padrao de migragao celular em decorréncia de um
efeito clonal. Ou seja, alguns destes clones parecem ter sido gerados a partir
de uma célula que apresentava alguma disfuncdo que foi refletida na sua

capacidade migratoria.
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Os ensaios realizados com as populacdes selecionadas atraves de
FACS nao mostraram diferenca nas taxas de migragao entre as populagoes
GFP-PrP® do tipo selvagem e as mutantes T183A, independente da
presenca do polimorfismo no cédon 129.

Nao seria esperado que a proteina contendo a mutagdo T183A
tivesse influéncia direta no processo de migragcao celular, uma vez que nao
esta localizada na membrana plasmatica. Porém, a observacdo de que a
adicdo de mais moléculas de PrP® do tipo selvagem a membrana nao foi
capaz de aumentar a taxa de migracao de células N2a pode significar que
PrP® tem participacdo menos efetiva nos processos de migracdo se
comparado a outros ligantes de laminina como as integrinas.

Haptotaxia € a motilidade direcional ou projecao de células (como
projecao axonal, por exemplo) contra um gradiente de sitios de adesao
celular ou quimioatrativos ligados a um substrato. Estes gradientes estao
naturalmente presentes na matriz extracelular ou podem ser estabelecidos
artificialmente pela alteracdo da concentracao de sitios de adesdao em um
substrato (CARTER, 1967). O conceito de migragao celular envolve um ciclo
de diversos passos altamente coordenados e regulados. Em resposta a
diversos estimulos migratérios, o movimento direcional € iniciado quando, na
frente da célula, a polimerizacdo de actina direciona uma protusdo da
membrana, que € estabilizada pela ligacdo a matriz extracelular (MEC).
Complexos de adesdao mediados por integrinas, que nao apenas ligam a

MEC ao citoesqueleto de actina, como funcionam como centros de
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transducdo de sinal, modulam a migracdo celular (FRANCO e
HUTTENLOCHER, 2005).

O estimulo migratério utilizado nos nossos ensaios foi a laminina, uma
proteina de matriz extracelular, cuja ligagdo com PrP® poderia ser afetada
pelas mutagdes localizadas dentro ou proximas ao sitio de interagéo.

As integrinas, por sua vez, sdao uma familia de glicoproteinas de
superficie celular envolvidas em diversas fungdes celulares relacionadas a
adesdo das células a MEC. As interacbes mediadas por integrinas
influenciam diversos aspectos do comportamento celular, como morfologia,
adesao, migragao e proliferagdo. A importancia fundamental de integrinas é
de formar a conexao entre a MEC no exterior da célula com o citoesqueleto
no interior (COPPOLINO e DEDHAR, 2000).

A presencga nas balsas lipidicas de integrinas (DECKER e FFRENCH-
CONSTANT, 2004), de proteinas GPI ancoradas como PrP° e de proteinas
transmembranicas, quinases da familia Src, entre outras (SIMONS e
TOOMRE, 2000), sugere um papel importante destes microdominios de
membrana em processos de sinalizagdo celular. Assim, pode-se imaginar
que a laminina ligue-se tanto a PrP® quanto a integrinas nestas balsas,
ativando cascatas de sinalizaggo distintas mas que podem convergir.

NCAM L1 potencializa a migragdao de células neurais através de sua
interacdo com integrinas, ativando sinalizacdo por MAPK, PI3K e Src
(THELEN et al., 2002). Dentro deste contexto, a adicdo de PrP® do tipo
selvagem a membrana pode nao ter influenciado a migragao porque as vias

de sinalizagdo envolvidas neste processo poderiam estar saturadas tanto
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pela presenca de PrP® endégeno quanto de integrinas. No entanto, com a
observacdo de que alguns mutantes de PrP® causam uma diminuicdo na
taxa de migracdo (MACHADO, dissertacdo de Mestrado), pode-se
argumentar que estas proteinas mutantes estariam impedindo a migracao
mediada pela interacao entre a laminina e as integrinas nas células N2a.

Por causa desta grande influéncia da interagdo integrina-LN no
processo de migracao celular, outras abordagens devem ser realizadas a fim
de melhor avaliar o impacto das mutacées na funcdo normal da proteina

prion celular, além das vias de sinalizagdo envolvidas nestes processos.
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6 CONCLUSOES

As quimeras mutantes GFP-PrP® 129M/1801, 129V/180I, 129M/200K
e 129V/200K, assim como as do tipo selvagem GFP-PrP® WT/129M e
WT/129V séo corretamente direcionadas para a membrana
plasmatica;

As quimeras GFP-PrP® 129M/183A e 129V/183A estdo localizadas na
regido perinuclear, previamente descrito na literatura como
correspondente ao reticulo endoplasmatico;

As construgdes se mostraram funcionais — com excegao do mutante
T183A, por ndo se localizar na superficie celular — em ensaio de
internalizacéo induzida por ions Cu®* realizado com os clones;

As proteinas PrP® do tipo selvagem e aquelas expressando as
mutagdes 129M/183A e 129V/183A quando expressas em células

N2a nao alteram o processo de migracao celular mediado por LN.
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