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RESUMO

Pereda PAL. Estudo funcional de proteinas prion celular mutantes no

dominio de ligagio i STll e a vitronectina. S5o Paulo;2007. [Dissertagso

de Mestrado-Fundagdo Antdnio Prudentel.

A proteina prion celular (PrPc) 6 a isoforma normal da proteina infecciosa

denominada prion ou PrPs". A forma infecciosa estd envolvida em doengas

neurodegenerativas transmissiveis, tanto em homens (doenga de

Creutzfeldt-Jakob, doenga de Gerstmann-Strdussler-Scheinker ou GSS e

lns6nia Familial Fatal), quanto em animais (scrapie, encefalopatia

espongiforme bovina, etc). Nosso grupo recentemente caracterizou dois

ligantes que interagem com PrPc atrav6s do dominio 105-128. A proteina

STll ("Stress inducible protein 1"), uma co-chaperonina que associa-se aos

residuos 113-128 de PrPc levando a neuritog6nese e neuroprotegdo por vias

de sinalizagSo distintas. Alem disso, est6 envolvida com a proliferagdo

celular em gliomas. A segunda, vitronectina (Vn), uma proteina de matriz

extracelular, interage com os amino6cidos 105-119 de PrPc modulando o

crescimento axonal. Mutag6es em PrPc nos c6dons Pro102leu, Pro105leu e

Ala117Val (correspondentes aos amino6cidos 101 , 104 e 116 na seqU6ncia

de camundongos) estSo contidas no sitio de interagdo com STll e

vitronectina e est6o associadas a slndrome de Gerstmann-Straussler-

Scheinker (GSS), uma doenga prionica hereditdria. E interessante notar que

camundongos transg6nicos com alta expressdo do gene de PrPc contendo a

mutagao Pro101Leu apresentam neurodegeneragio espont6nea, enquanto

que sua expressdo em niveis normais causa maior susceptibilidade a

infecgdo por PrPs'. Je a mutagio Alal17Val produz uma forma

transmembrdnica de PrPc que, no entanto, nio causa deposigio de PrPs'

nem infecgSo. Diante destes dados, pode-se propor que mutagOes nestes

dominios de PrPc estejam associadas d perda de fungio de PrPc. A

modulagao da interagSo de PrPc com STll e vitronectina pode ainda ter um



papel relevante em outras doengas humanas relacionadas a proliferagdo e

morte celular, como o cdncer. Desta forma, 6 bastante relevante conhecer o

papel das alterag6es no dominio de PrPc contido entre os aminodcidos 102

a 128 sobre os eventos biologicos desencadeados pela sua interagao com

STll e vitronectina. Vetores de expressio contendo construg6es de PrPc

tipo selvagem ou com mutagoes nos codons 102, 105 e 1 17 associadas com

os polimorfismos 129Met ou 129Val fusionadas a GFP foram geradas e

expressas em c6lulas eucari6ticas. Atrav6s de microscopia confocal

mostramos que as construg6es GFP-PrPC 129Met, GFP-prpc 12gVal, GFp-

PrPc 1 )2Leut 129Met; GFP-PrPC 1 O2Leul 129Val ; G FP-PrPc 1 05leu/1 2gtvlet;

GFP-PrPo 105leu/129Val; GFP-PrPc 117Valt12gM s6o corretamente

enderegadas a membrana plasm6tica e regido perinuclear. E que a

construgio GFP-PrPo 117Valt129Val fica retida no citoplasma celulat e a
forma detectada em ensaios de western blotting tem uma massa molecular

de cerca de 45KDa que contrasta com aquelas de 60KDa presente nas

outras contrug6es. As contrug6es transfectadas em c6lulas N2a foram

selecionadas e clones com expressSo semelhante das prote[nas foram

isolados. Ensaios de migragdo d vitronectina mostraram que nio havia

diferenga etre os clones expressando a proteina tipo selvagem ou os

mutantes. Ensaios de migragSo d STll ndo foram realizados uma vez que

esta proteina nio induziu migragio em ensaios de haptotaxia. No entanto,

este ensaio nio 6 suficiente para afirmar que as mutag6es nio afetam a

fungio normal da protelna. Assim, outras abordagens devem ser realizadas

a fim de melhor avaliar o impacto destas mutag6es na fungio normal de

PrPc.



SUMMARY

Pereda PAL. [Functional study of mutant prion proteins in ligation

domain STll and vitronectinl. S5o Paulo; 2007. [Dissertagso de Mestrado-

Fundag6o Ant6nio Prudentel.

The cellular prion protein (PrPc) is a normal isoform of the infectious protein

denominated prion or PrPs" (scrapie prion protein). The infectious form is

envolved in fatal neurodegenerative disorders, such as Creutzfeldt- Jakob

disease (CJD), Gerstman-Straussler-Scheinker syndrome (GSS) and Fatal-

Familial- lnsomnia (FFl) in humans, or scrapie and bovine spongiform

encephalopathy (BSE) in animals. Recently, our group characterized two

ligands that interact with PrPc throu gh 105-128 aminoacids domain. The first

ligand, STll protein (Stress-lnducible-Protein 1), a co-chaperone, binds PrPc

at the residues 113-128 promoting neuritogenesis and neuroprotection

through distintic signaling pathway. Moreover, PrPc-STI1 interaction is

involved in the Glioma cellular proliferation. The second ligand, Vitronectin

(Vn), an extracellular matrix protein, interacts with PrPc at the aminoacids

105-119 modulating the axonal groMh. PrPc mutations at codons Pro102leu

and Alal 17Yal (corresponding to aminoacids 101, 104 and 1'16 in mice

sequence) represents the ST11 and VN binding sites in the PrPc molecule

and are associated to Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrome (GSS), an

hereditary prion disease. lnterestingly, transgenic mice expressing high

levels of PrPc mutant (Pro101Leu) showed spontaneous neurodegeneration,

while its expression in basal level causes more susceptibility the PrPs'. On

the other hand, PrPc mutation Alal 17Val produces a PrPc transmembrane

form that does not cause neither deposition of PrPs" nor infection. Taken

together, these data suggest that PrPc mutation might be associated to PrPc

loss-of-function. The modulation of PrPc interaction with STll and Vitronectin

can still play a relevant role in other human disease related to proliferation

and cellular death, like cancer. lndeed, it is relevant to know the role of the



altered PrPc molecule within aminoacid s 102-128 and to investigate the

biological events triggered by STll and Vitronectin interaction. xpression

vectors presenting wildtype or mutated PrPc at codons 102, 105 and 117

combined with the polymorphism 129Met or 129Val and fused do GFP were

generated and expressed in eucariotic cells. Using confocal microscopy, we

showed that GFP-PrPC 12gMet, GFP-PrPC 12gVal, GFp-prpc

1O2Leut129trllet; GFP-PrPc 1O2Leut129Val; GFP-PrPc 105Leu/129Met;

GFP-PrPo 105leu/129Val; GFP-PrPC 117Valt129tt/ were correctly localized

on the plasma membrane and perinuclear region while GFP-PrPc

117Vall129Val remained stuck in the cytoplasm. Using western blot assays

we observed that the GFP-PrPC 1 17Vall129Yal presented a main form or

45KDa while all of the other constructions had 60KDa. N2a cells were stably

transfected with these constructions and selected clones with similar

expression of PrPc or its mutated forms were isolated. ln migration assays

promoted by vitronectin the cells expressing the mutated PrPc protein

presented the same migratory activity of those expressing the mutated

proteins. tt/igration assays induced by STll were not preformed since this

protein was unable to induce migration. Nonetheless, these preliminary

observations do not preclude that PrPc 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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Pamela Andrade Lourengo Pereda

1 TNTRODUQAO

1.1 ENCEFALOPATIAS ESPONGIFORMES TRANSMISSiVEIS

Encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSEs) sao doengas

neurodegenerativas caracterizadas pela morte neuronal e vacuolizagio

cerebral. Essas enfermidades acometem homens e animais e apresentam

cardter heredit5rio, infeccioso ou esporddico.

A doenga de Creutzfeldt-Jakob (CJD) assim chamada por ter sido

descrita primeiramente por Creutzfeldt em 1920 e por Jakob em 1 921, 6 a

mais comum das TSEs, pode apresentar car6ter autoss6mico dominante, e

neste caso acomete uma em um milhSo de pessoas. CJD tamb6m pode

manifestar-se atrav6s de cont6gio iatrogOnico ou apresentar car6ter

espor6dico. Os sintomas apresentados resumem-se em desordens visuais,

perda da mem6ria e movimentos mioclOnicos, sendo que estes sintomas

evoluem at6 a morte num periodo de 12 meses (RICHARDSON e

MASTERS 1995).

H6 relatos de transmissio iatrog6nica de CJD por transplante de

dura-m6ter e c6rnea de individuos com TSE (LANG et al. 1998), foi

constatada tamb6m a contaminagdo por material cirrirgico mal esterilizado

(FLECHSIG et al. 2001). Segundo trabalhos recentemente publicados, h6

possibilidade tamb6m da transmissSo de CJD por transfusSo de

hemocomponentes (LLEWELYN et al. 2004).

1



Pamela Andrade Lourengo Pereda

Os casos esporedicos da doenga foram assim denominados pela

impossibilidade de associA-la a mutag6es g6nicas, exposigdo a agentes

infecciosos ou qualquer indlcio que justifique sua causa WILL 2003).

A sindrome de Gerstmann-Strdussler-Scheinker (GSS) 6 uma outra

TSE, tamb6m hereditdria e autoss6mica dominante. Possui como

sintomatologia: ataxia, tremores, dificuldades de locomogSo, distrirbios da

fala, irritabilidade, comportamento descontrolado e redugdo da capacidade

intelectual.

A ultima TSE descrita 6 a lnsOnia Familial Fatal, que se manifesta em

idade menos avangada que a CJD, por volta dos 48 anos de idade e

costuma causar disttirbios do sono, do sistema end6crino e motor causando

por Ultimo a demOncia (MEDORI et al. 1992).

Em animais, a TSE mais conhecida 6 a encefalopatia espongiforme

bovina (BSE), tamb6m chamada de "doenga da vaca louca", que 6 causada

pela contaminagio do gado atrav6s de ragSo suplementada com protelna de

carne e ossos de ovelhas contaminadas por scrapie (PRUSINER et al.

1991). O scrapie 6 outra TSE que se manifesta em ovelhas e cabras,

causando perda de coordenagio e intenso prurido (PRUSINER 1982;

BASLER et al. 1986).

Por sua vez, a doenga mais preocupante, particularmente na Am6rica

do Norte e a "Chronic Wasting disease" e a "Transmissible lVlink

Encephalopathy" que afetam animais de vida livre como o visdo, cervos,

antilopes e martas respectivamente.

2
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1.2 DESCOBERTA DO AGENTE INFECCIOSO

Diferentes modelos experimentais foram realizados na tentativa de

melhor compreender o mecanismo de transmissSo das TSEs e de purificar o

seu agente etiol6gico.

Estes modelos tornaram possivel a obtengSo de grandes quantidades

de extratos prot6icos provenientes de c6rebro de animais portadores da

doenga. Assim atrav6s de diversas t6cnicas como a centrifugagio

diferencial, extragOes com detergentes, prote6lise limitada, precipitag6o com

sulfato de am6nio e eletroforese, pOde-se constatar que este agente tratava-

se de uma part[cula infecciosa exclusivamente prot6ica. Uma caracteristica

muito interessante do agente infeccioso e a sua resist6ncia parcial a

d igest6o proteolitica.

A descoberta de que as TSEs eram causadas por um agente prot6ico

provocou uma quebra de paradigma, ao se contrastar com a afirmagSo da

biologia de que doengas infecciosas sdo causadas por microorganismos que

cont6m Scidos nucl6icos (DNA e RNA) (PRUSINER 1982).

Atrav6s de anticorpos produzidos a partir do agente infeccioso

purificado, pode-se reconhecer uma proteina de 27-30kDa em extratos

prot6icos de c6rebro de animais infectados. Entretanto, em extratos

prot6icos de c6rebro de animais n6o infectados, os anticorpos tamb6m

reconheciam Uma protelna com cerca de 30-35kDa, ou seja, foi observado

que havia uma isoforma normal do agente infeccioso (OESCH et al. 1985).

3
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Desta forma, os estudos possibilitaram o sequenciamento da proteina

reconhecida por este anticorpo, tornando possivel assim a clonagem do

gene hom6logo ao agente infeccioso (OESCH et al. 1985; CHESEBRO et al.

1985). Esta isoforma normal foi denominada proteina prion celular ou PrPc e

a forma infecciosa proteina prion scrapie ou PrPs" (BASLER et al. 1986).

Sup6e-se que PrPs" seja capaz de converter mol6culas de PrPc em

mol6culas resistentes d digestio proteolitica. A maior evid6ncia para esta

hipotese 6 dada pelo fato de animais deficientes para o gene de PrPc nio

apresentarem a doenga (BUELER et al. 1992).

Devido a grande insolubilidade de PrPs", 6 prov6vel que seu ac0mulo

seja um dos motivos que levem d morte neuronal e deposigSo de material

amiloide, degenerando assim as c6lulas do sistema nervoso.

V6rios modelos tem sido propostos para explicar a formagSo de

aglomerados de PrPs", por6m a proposta geral e que a proteina se

desestabilize em consequ6ncia da infecgso com PrPst e se converta de

PrPc em PrPsc. O acrimulo de PrPs" leva a progressSo r6pida dessas

doengas (HUANG et al. 1994; COHEN et al. 1994).

Entretanto, h6 ainda muitas quest6es em aberto, pois jd foram

descritos casos de doengas causadas por prion onde ndo sio encontrados

tais aglomerados.
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Pamela Andrade Lourengo Pereda

1.3 PROTEINA PRION CELULAR (PrPc)

PrPc 6 uma proteina de superficie celular, codificada pelo gene (Prnp)

presente no cromossomo 20 em humanos e 2 em camundongos (OESCH et

al. 1985; CHESEBRO et al. 1985). PrPc possui aproximadamente 250

aminodcidos, dos quais os primeiros 22 na extremidade amino-terminal

sinalizam o enderegamento ao reticulo endoplasm6tico rugoso, onde o

peptideo sinal N-terminal (resfduo 1-22) e o segmento hidrof6bico C terminal

(residuos 231-253) s6o clivados, seguindo-se a adigdo da dncora de

glicosilfosfatidilinositol (GPl). Esta 6 ent6o encaminhada para o complexo de

Golgi e transportada ate a superflcie celular (PRUSINER et al. '1991;

HARRTS 1999).

A estrutura tridimensional da proteina prion foi determinada por

ressondncia magn6tica em pH Scido (RIEK et al. 1996, 1997).

A expressdo de PrPc e mais abundante em neur6nios, mas tamb6m

ocorre em outros tipos celulares como os gdnglios simpdticos e c6lulas

componentes do sistema imune (FORD et al. 2002). A distribuig6o sub-

celular se dd em membranas celulares pre-sin6pticas (HERMS et al. 1999),

em ax$nios em crescimento (SALES et al. 2002) e no citoplasma de alguns

tipos neuronais (MIRONOV et al. 2003).

PrPc 6 constitutivamente expresso em diferentes tecidos de animais

adultos (BASLER et al. 1986) e suas concentrag6es s6o altamente

reguladas durante o desenvolvimento. Em camundongos, PrPc pode Ser

encontrado a partir do nono dia de vida intra-uterina e, apos o nascimento a

5
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expressao da protefna aumenta atingindo um pico de expressao no dia 140

p6s-natal. Dependendo da regiSo do c6rebro, estas concentrag6es de PrPc

se mantem ou diminuem no animal adulto (SALES etal.2002).

A fungio de PrPc ainda n6o foi completamente desvendada, por6m

sua conservagio evolutiva sugere um importante papel fisiologico. PrPc

pode desempenhar fung6es tanto isoladamente quanto associado a outras

protelnas e estd relacionado a muitos fen6menos biologicos desde estresse

oxidativo at6 ativagSo de linf6citos, apresentando tamb6m v6rias fung6es em

c6lulas neuronais (MARTINS e BRENTAN! 2002).

A principal hip6tese sobre a fungSo de PrPc 6 que a proteina prion

seja uma plataforma de superflcie celular dinAmica para reunir a modulagdo

de sinais baseados na seletividade de interag6es moleculares e sinalizag6es

transmembrana, traduzindo desta forma uma vasta gama de consequdncias

fisiologicas e comportamentais (revisado por LINDEM et al. 2007).

PrPc possui dois sitios altamente conservados de glicosilagio, sendo

que pode ser encontrado na forma ndo glicosilada, monoglicosilada ou

diglicosilada. O papel da glicosilagdo foi atribuido a suscetibilidade de

conversao conformacional, bem como a diversidade das TSEs (LAW SON et

al. 2005). Algumas simulag6es de dindmica molecular sugerem que os

glicanos N-ligados podem modular a estabilidade de PrPc (ZUEGG e

GREADY 2000; ER[VIONVAL et al. 2003; DETMARCO e DAGGERT 2005).

Recentemente, CHEN et al. (2003), mostraram que PrPc participa no

estimulo de vias de sinalizagio envolvidas em sobreviv6ncia e diferenciagio

neuronal como: Fyn quinase, fosfatidil-inositol 3 quinase (Pl3K), proteina

6
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quinase dependente de cAMP (PKA) e protefna quinase ativada por

mitogenos (MAPK).

Nosso grupo caracterizou a interagSo entre PrPc e a proteina de

malriz extracelular laminina (LN). Esta interagdo possui alta afinidade (Kd

2x10-8M1 e especificidade e se d6 entre o decapeptideo da regi5o carboxi-

terminal da cadeia yl de LN (GRANER et al. 2000) e o dominio entre os

amino6cidos 173 ao 182 de PrPc (COITINHO et al. 2OOO).

Sugere-se que a interagio PrPc-LN possa ter um importante papel

fisiologico em uma variedade de tecidos onde ambas sdo expressas. Nosso

grupo identificou que esta interagdo induz neuritogdnese ex vivo, em culturas

primdrias de neur6nios hipocampais. Entretanto neur6nios derivados de

animais deficientes para PrPc 1Prnp0/0) apresentaram neuritogOnese

reduzida em resposta a LN. Alem disso, quando estes neur6nios foram

plaqueados sobre o peptideo carboxi-terminal da cadeia yl de LN, apenas

aqueles do tipo selvagem apresentavam neuritog6nese (GRANER et al.

2000). lsto indica que a ligagSo de PrPc a LN 6 um processo importante na

d iferenciagdo neu ronal.

Outros dados demonstram ainda que o bloqueio da interagao PrPc-LN

usando anticorpos especificos impede a consolidagSo da memoria de longa

durag6o (COITINHO et al. 2006).

Nosso grupo tamb6m demonstrou atrav6s de ensaios de ligagAo in

vitro a interagio de alta afinidade (Kd de 10-7M) entre PrPc e uma co-

chaperonina denominada STll ("Stress inducible protein 1") (ZANATA et al.

2OO2). Os dominios de interagdo foram mapeados entre os amino6cidos

7
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113-128 de PrPc e entre os res[duos 230-245 de STll (ZANATA et al.2OO2).

Alem de observarmos a expressio de ST!1 na superficie celular, tamb6m

demonstramos que STtl depende de PrPc para induzir um efeito protetor

contra apoptose em um modelo j6 estabelecido de neur6nios da retina. STll

estimula tanto a via de IIIAPK quanto a de PKA, no entanto somente esta

fltima 6 relevante para o fen6meno de neuroprotegio (CHIARIN! et al. 2002;

ZANATA et al. 2002).

Dados recentes do grupo mostraram que a interagdo entre PrPc e

STll apresenta efeito neuroprotetor n6o apenas em neurOnios retinianos

mas tamb6m em neur6nios hipocampais ao ativar a via de PKA; al6m disso,

promove crescimento neuritico atrav6s da via de MAPK nestas c6lulas

(LOPES et al. 2005).

Apos a observagSo que PrPc interage com a proteina de matriz

extracelular LN (GRANER et al. 20OO) o grupo avaliou se PrPc poderia agir

como um receptor pleiotr6pico, ligando-se a outras proteinas de matriz. De

fato, observou-se a interagSo da PrPc com a protefna denominada

vitronectina. Por outro lado a interagSo n6o ocorre com outras proteinas da

matriz extracelular como fibronectina e coldgeno lV (HAJJ elal.2007).

A vitronectina (Vn) e uma glicoproteina multifuncional de 459

amino6cidos e massa molecular de 75kDa, que est6 relacionada a

processos metab6licos como adesSo celular, mecanismos de defesa

humoral, invasSo e migragSo celulares (SEGER e SHALTIEL 20OO). E

possivel observar a presenga de Vn em vdrios tecidos como mrisculo

esquel6tico, rins, tecido conjuntivo e nervoso (HAYMAN et al. 1983).

8
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Vn possui a capacidade de interagir com integrinas e provocar a

formagdo de "clusters" na membrana celular, o que leva d interagdo com

proteinas de citoesqueleto acionando cascatas de sinalizagdo intracelulares

(HYNES 2002).

Atrav6s de ensaios de ligagio semelhantes aos je feitos

anteriormente pelo nosso grupo com PrPc, LN e STll foi possivel

demonstrar a ligagSo de PrPc com Vn como especifica e de alta afinidade

(kd 1O-'M). O sitio de interagdo entre ambas as proteinas foi mapeado e

reside entre os amino6cidos 105-1 19 em PrPc e 309-322 em Vn. Alem disso,

foi posslvel evidenciar que essa interagSo 6 importante no mecanismo de

crescimento axonal de g6nglios da raiz dorsal (HAJJ 2004).

Deste modo, alterag6es na mol6cula de PrPc podem privar o tecido

neryoso de sinais neuroprotetores e de diferenciagdo neuronal, o que estaria

relacionado ao aparecimento de patologias associadas d perda de fungSo

desta proteina.

1.4 ASSOCTA9AO DE MUTA9OES NO GENE DE PrPc E TSES

Existe uma s6rie de mutagOes no gene de PrPc que levam ao

aparecimento das TSEs. O Quadro 1 fornece-nos uma visSo panorAmica a

respeito de todas as mutag6es jd descritas, onde se pode observar que

estas ocorrem em toda a extensio da proteina. Al6m disso, a razdo para

uma mutagao causar uma sintomatologia especifica associada a uma

doenga e ndo a outra, ainda, nio foi estabelecida. Neste aspecto 6

9
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interessante notar que a mutagdo que ocorre no reslduo Asp178Asn pode

levar ao aparecimeto de FFI ou CJD, o que determina o desenvolvimento de

uma das doengas 6 um polimorfismo no amino6cido 129, que varia entre

valina ou metionina. A mutagSo no codon 178 acompanhada do genotipo

Val129 no mesmo alelo determina o desenvolvimento de CJD, enquanto que

a mutagSo acompanhada de lt/et129 causa FFI (MEDORI et al. 1992).

Quadro 1 - Resumo das principais mutag6es descritas no gene do PrPc

C6don Mutagio Patologia associada ReferOncias

51-91 lnsergio 48 a216 pb CJD /GSS GOLDFARB et al. (1993)

102 Pro--+Leu GSS HSIAO et al. (1989)

105 Pro--rLeu GSS YAMADA et al. (1993)

117 Ala-+Val GSS DOH-URA et al. (1989)

145 Tyr+STOP GSS GHETTI et al. (1996)

171 Asn---Ser Esquizofrenia SAMAIA et al. (1997)

178 Asp--45n IFF/CJD GOLDFARB (1991 ); MEDORI

et al. (1992)

180 Val-' lle CJD KITAMOTO et al. (1993)

183 Thr-Ala CJD NlTRlNl etal. (1997)

187 His_+Arg GSS CERVENAKOVA et al. (1999)

188 Trh---+Lys Dem€ncia FINCKH et al. (2000)

196 Glu---Lys CJD PEOC'H et al. (2000)

198 Phe---+Ser GSS HSIAO et al. (1992 )

200 Glu--*Lys CJD GOLDFARB et al. (1991)

202 Asp---+Asn GSS PICCARDO et al. (1998)

208 Arg---'His CJD MASTRIANNI et al. (1996)

210 1/sl---+ lle CJD POCCHIARI et al. (1993)

211 Glu--*Gln CJD PEOC'H et al. (2000)

212 Gln---+ Pro GSS PICCARDO et al. (1998)

217 Gln--- Arg GSS HSIAO et al. (1989)

232 Met-+ Arg CJD KITAMOTO et al. (1994)
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Diferentes mutag6es associadas a GSS entre elas Pro102Leu,

Pro105leu e Ala1l7Val foram notificadas no domlnio 102-125, que

representa o sitio de interagSo de PrPc d Vn e STl1. Uma vez que a

interagSo de PrPc com estas mol6culas estd envolvida com distintos

fen6menos biologicos como a diferenciagdo neuronal e a neuroprotegSo

(ZANATA et al. 2002; CHIARINI et al. 2002; LOPES et al. 2005; HAJJ et al.

2007), torna-se indispensdvel investigar se essas mutag6es est6o

associadas a perda de fungio de PrPc.

102 (Pro102leu): MutagSo tipica de pacientes portadores de GSS, a

doenga costuma se apresentar por volta da quarta a sexta d6cada de vida,

os sintomas s6o sindrome cerebelar progressiva e lenta, com perda da

capacidade mental e distfrbios comportamentais no estdgio mais avangado

da doenga. Pode-se observar atrav6s da an6lise microsc6pica depositos de

material amiloide no cerebelo e no cortex cerebral, associados d alterag6es

espongiformes (HSIAO et al. 1989).

105 (Pro105Leu): Esta mutagio costuma tornar-se evidente em pacientes

com idade media entre 40 e 50 anos de idade, p6de ser observado

clinicamente atrav6s de sintomas como a hiperreflexia nos membros

inferiores e sinal de Babinski. Uma an6lise histol6gica do c6rtex cerebral

mostra deposigSo de PrPs" principalmente no c6rtex motor, corpo estriado,

tdlamo e no cerebelo (YAMADA et al. 1993).

117(Ala117Val): Descrita em pacientes de uma familia francesa e de duas

familias inglesas. A faixa et6ria de manifestagSo da doenga se apresentou

ampla entre 19 e 64 anos de idade, com uma evolugSo da doenga de 2 a 6
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anos. Os sintomas apresentados foram a demOncia pr6-senil associada a

sinais extra-piramidais, parkisonismo e ataxia. Histologicamente foi

observada no cortex, gdnglio basal, tdlamo a deposigdo de material amil6ide,

associados d degeneragdo espongiforme (DOH-URA et al. 1989).

129(Met129Val): Sabe-se que o polimorfismo (Met129Val) no c6don 129 de

PRNP estS relacionado d susceptibilidade ao desenvolvimento da doenga

espor6dica ou adquirida de Creutzfeldt-Jakob (CJD) (WADSWORTH et al.

2004). Este polimorfismo foi identificado pela primeira vez atrav6s de um

estudo da doenga Gerstmann-Straussler em uma familia francesa (DOH-

URA et al. 1989). Posteriormente o mesmo polimorfismo foi determinado em

um estudo no Reino Unido com 22 casos de pacientes com Creutzfeldt-

Jakob. Neste estudo foi encontrado uma maior freqU6ncia de homozigotos

para metionina na posig5o 129, sendo que 90% dos casos espor6dicos de

CJD apresentavam este polimorfismo comparados a 51% de homozigotos

na populagSo normal. Este resultado ressalta a import6ncia do estudo dos

diferentes alelos polim6rficos do c6don 129 em combinagdo com as

diferentes mutag6es patol6gicas.

DEL BO et al. (2004) mostraram uma associagSo entre polimorfismo

no c6don 129 do gene PRNP e prejuizos cognitivos em individuos com

sindrome de Down. Foi encontrada uma diferenga significativa na taxa de

declinio da habilidade intelectual em um subgrupo de pacientes que

carregava pelo menos Um alelo valina comparado com aqueles com

metionina/metionina. Portanto levando a conclusio que a variabilidade no



Pamela Andrade Lourengo Pereda 13

gene PRNP pode contribuir para acelerar a taxa de declinio cognitivo nestes

indiv[duos.

O genotipo MeUMet ou MeWal no codon 129 do gene PRNP foi ainda

associado a uma melhora na performance na mem6ria de longa duragSo em

individuos jovens normais quando comparados com um grupo semelhante

apresentando Val em homozigose (PAPASSOTIROPOULOS et al. 2005).

Desta forma, sugerindo a importAncia do codon 129 nas fungOes celulares

de PrPc.

Portanto, o presente trabalho avaliar6 as mutag6es em PRNP

associadas a GSS presentes nos codons 102, 105, 117 em combinagio com

os polimorfismos valina ou metionina no c6don 129.

Fn'rnri::[0.oNT0Nl0..rTX
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Expressar proteinas PrPc contendo mutag6es Pro102leu, Pro105leu

e Ala117Yal associadas com o polimorfismo 1291\Iet or 129Val e avaliar sua

interagio com Vn e STl1, sua distribuigSo, compartimentalizagSo e

sinalizagSo celular.

2.2 OBJETIVOSESPECiFICOS

ConstrugSo dos mutantes de PrPc Pro102leu, Pro105leu e

Ala117Val associados com polimorfismo no codon 129 metionina ou

valina fusionados a protelna fluorescente verde (GFP),

2 AvaliagSo da distribuigio celular destes mutantes de PrPc;

Avaliagio da interagio destes mutantes de PrPc com as protelna

STll e vitronectina por ensaios de migrag6o por haptotaxia.

1

3
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi submetido a ComissSo de 6tica em pesquisa (CEP)

do Hospital do Cdncer na reuniSo do dia 3110512005, os membros da

comissdo aprovaram a realizagEo do estudo. Projeto de pesquisa no: 699/05.

3.1 CLONAGEM DOS MUTANTES DE PTPC 1O2Lr129M E DO

ALELO NORMAL COM 129V EM VETOR PGEM

Para a clonagem do mutante de PrPc 1 O2L1129M e do alelo normal

129V em vetor pGEM foram utilizados os seguintes iniciadores sintetizados

pela empresa IDT ("lntegrated DNA Technologies") baseados na seqU6ncia

de PrPc humano depositad a no -GenBank sob o n0mero AY=008282 (www.

ncbi.nlm.nih.gov):

Forward: Fl seq 5'ATG CTG GTT CTC TTT GTG 3

Reverse:F2seq S'CTC CCT CAA GCT GGA AAA AGA 3'

Foi utilizado como molde o DNA genOmico de pacientes portadores de

doengas heredit6rias por prion ou DNA de individuos adultos normais

possuem os c6dons respectivamente 102Ll129ttl ou 102P1129V e de PrPc

mutados. Esses pacientes fazem parte de um estudo conduzido por outra

aluna de nosso grupo (LANDEI/BERGER 2006). O gene de PrPc com as

1

2
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devidas mutag6es foi amplificado via PCR (reagSo em cadeia da polimerase)

utilizando Taq polimerase Platinum (lnvitrogem). A identificag6o dos

produtos de PCR foi feita atrav6s de gel de agarose 0,87o em tampSo

contendo brometo de etidio (10n9/ml). Os fragmentos de DNA foram

visualizados sob luz UV.

Posteriormente foi feita uma purificagdo dos fragmentos de DNA

amplificados segundo o protocolo fornecido pelo Kit Wizard@ SV Gel and

PCR clean-up system (Promega). O produto da purificagSo foi visualizado

novamente atrav6s do gel de agarose 0,87o, corado com brometo de etidio

('10n9/ml). Este produto de PCR purificado foi utilizado em uma reagio de

ligagSo com 400 unidades T4 ligase no vetor pGEM T Easy vector-system

(Promega), por 16 horas. O produto desta reagio (3pl) foi empregado na

transformagio de 100p1 de bact6rias competentes DH5a, e incubado por 30

minutos no gelo, juntamente com o tubo controle apenas com bact6rias.

Apos este periodo transferimos os tubos para um banho seco a 42oC por

dois minutos para que ocorra a transformagSo. Em seguida os tubos foram

colocados no gelo por 3 minutos, e logo apos foi acrescentado 1ml de LB

(para 100m1: 1g Triptona, 0,59 extrato de levedura,lg NaCl) (Meio Luria-

Bertani) (Sambrook,2001) e foi deixado no banho a 37oC por 'l hora para

recuperagio da parede celular da bact6ria.

Neste intervalo foram feitas placas de Petri com 14mL de LB 6gar

acrescido de XGal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside),

I PTG (isopropyl-beta-Dthiogalactopyranoside) e 50pg/mL de Ampicilina para

que se pudesse fazer a selegio das colOnias atrav6s da triagem azullbranca,
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uma vez que o vetor utilizado codifica a B-galactosidase na regido do sitio de

clonagem.

Apos o periodo de t hora em que as bact6rias foram deixadas no

banho, os tubos foram centrifugados por 1 minuto a 1700 xg. O

sobrenadante foi descartado e o pellet da bact6ria foi ressuspendido em

100;rl de LB semeado sobre o LB 6gar. As placas foram incubadas a37oC

durante 16 horas.

Para selecionar os clones que receberam a construgSo inserto + vetor

corretamente, as colOnias foram removidas da placa com auxilio de uma

alga pldstica est6ril (Fisherbrand@Bac-Loops@) e inoculadas em 50pl de LB

acrescido de 50pg/ml de ampicilina para serem amplificadas via PCR. Os

iniciadores usados foram os mesmos utilizados na amplificagSo anterior. O

resultado deste PCR foi analisado atrav6s de gel de agarose como j6 citado

anteriormente, um fragmento de 800pb foi identificado e as colOnias

positivas foram selecionadas para gerar um pr6-inoculo para purificagSo de

DNA.

3.1.1 EXTRAQAO DE DNA PLASMIDIAL

Atrav6s deste in6culo foi feita uma extragdo de DNA com o sistema

"Minipreps DNA Purification System" (Promega) seguindo o protocolo do

fabricante. Brevemente, centrifugou-se este in6culo a 9700 xg por 10

minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em

300u1 de "cell ressuspension solution". Em seguida adicionou-se 300p1 de
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Cell Lysis solution e o tubo foi invertido algumas vezes para homogenizag6o.

A solugdo de lise foi inativada com 300p1 de "neutralization solution".

O lisado foi centrifugado por 10 minutos a 20800 xg para separar

debris celulares e DNA genOmico. O sobrenadante foi recuperado, foi

adicionado 1ml de resina e a mistura foi incubada por 20 minutos a

temperatura ambiente. A resina foi empacotada em colunas fornecidas pelo

Kit e lavadas com "wash solution" (2mL). Logo apos este procedimento a

coluna foi transferida para um tubo e centrifugada a 9700 xg por 2 minutos

para eliminar o tampSo de lavagem restante. O DNA foi eluido da resina com

50pl de 6gua quente livre de nucleases com centrifugagSo por 2 minutos a

9700x9.

O DNA extraido foi analisado atrav6s de gel de agarose 0,870, corado

com Brometo de etidio (10n9/ml). Com esta preparagdo fez-se o

sequenciamento utilizando o Kit Big Dye e os iniciadores utilizados

anteriormente. A reagdo foi colocada no termociclador e as ciclagens

utilizadas foram 95oC por 20 segundos, 60oC por 1 minuto e 15 segundos e

isto se repetiu por 24 vezes. Apos o t6rmino das ciclagens, foi feita a

precipitagao do DNA com 1pl de acetado de s6dio 1,SmM e 40ul de Etanol

95o/o, incubando-se 15 minutos no gelo. Apos a centrifugagio de 10 minutos

a 4'C, aspirou-se todo o sobrenadante, adicionou-Se 250u1 de Etanol 75% e

centrifugou-se por mais 10 minutos a 9700 xg. Descartou-se novamente o

sobrenadante e o tubo foi colocado na estufa a 56oC para secar. Apos estes

procedimentos foi feito o sequenciamento e para isso foi utilizado o "kit"

"DynamicrM ET terminator cycle sequencing" (Amersham Pharmacia),
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conforme instrug6es do fabricante, e o processamento das mesmas foi

realizado no sequenciador automdtico ABI Prism 377 DNA Sequencer

(Perkin Elmer).

Finalizando assim a construgdo da mutagdo 102P1129V no vetor

pGEM que foi usada como molde para as subclonagens em vetor pEGFP.

3.2 CONSTRUQAO DOS MUTANTES 1O2LEU/l29VAL,

1 OSLEU/I29VAL, 1OsLEU/l29MET 117V ALI1 29MET,

117VALI129VAL EM VETOR QUE EXPRESSA PROTEINA

FLUORESCENTE VERDE

3.2.1 pREpARAgAO DO VETOR PGFP PARA CLONAGEM DO

PEPTIDEO SINAL HUMANO

Para que PrPc seja enderegado corretamente para a superficie celular

fusionado a GFP 6 necessdrio inserir o fragmento de DNA que codifica para

essa sequdncia na regiio d montante (5') da sequ6ncia que codifica GFP.

Para esse fim, usamos como molde DNA genOmico humano para

amplificarmos o fragmento de PrPc que codifica a sequ6ncia do peptideo

sinal. Os iniciadores usados foram:

Fowa rd ( F H pe ps i n a l) (5'-3' ) C CACC G GTAG CAGTCATTATG C GAA

CCT

Reve rse ( R H pe ps i n a lX5'-3' )AAACC G GTAAG CAGAG G C C CAG G

TCACT
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A ciclagem usada na PCR, com ciclos de 95oC (desnaturagao) 1

minuto, 60oC (hibridagdo) 1 minuto, 68oC (extens6o) 1 minuto, repetidos 34

vezes e 68oC para extensdo final por 5 minutos .

O fragmento de DNA correspondente ao peptideo sinal humano, foi

digerido com enzima Age-\, e purificado para a sua ligagdo ao vetor pEGFP

previamente digerido com Age-l e desfosforilado.

As etapas de ligag6o, transformagdo e sequenciamento foram

realizadas como citado anteriormente (item 3.1).

3.2.2 pREpARAgAO DO VETOR PEPTiDEO SINAL-PEGFP PARA

CLONAGEM DOS MUTANTES

O vetor pGFP-C1 (Clontech) com o peptideo sinal humano j6 clonado,

foi purificado com o Kit Clean-Up (Promega) apos digestio enzimdtica com

EcoRl e BamHl, foi desfosforilado durante 30 minutos a 37'C com'10

unidades (U) da enzima Calf lntestinal Alkaline Phosphatase (lnvitrogen). A

reagdo foi entSo inativada por 10 minutos a72'C e novamente purificada. O

vetor digerido, desfosforilado e purificado foi utilizado nas clonagens dos

mutantes.

s.2.3 DESENHO DOS tNtctADORES coM MUTA9AO NA SEQUENcIA

DE INTERESSE

Foram desenhados iniciadores a serem utilizados nas construg6es

das mutag6es sitio dirigidas nos c6dons Pro105leu, Ala117Val e tvletl29Val
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de prpc. Foi utilizado o software Oligo tech para analisar se os iniciadores

formavam dimeros e para verificar a temperatura de annealing dos mesmos'

lniciador Fw105L

5' -C C GAGTAAG CTAAAAAC CAACATG - 3'

lniciador Rv 105L

5'-GTTG GTTTTTAG CTTACTC G G CTT-3'

lniciador Fw117V

5'-GGTGCAGCAGTAG CAGG GG CAGTG-3'

lniciador Rv117v

5'-AG CCCCAG CTACTGCAGCACCAGC-3'

lniciadores que flanqueiam as extremidades 5' e 3'do gene de PrPc

(FHllPrPc):5',CAT GAA TTC T AAG AAG CGC CCG AAG CCT GGA3'

(RHllPrPc):5'ACT GGA TCC TCA ACC TAC TAT CAG AAA GAT3'

A t6cnica de pCR recombinante (AUSUBEL et al. 1994) foi utilizada

para construir as mutag6es sitio dirigidas'

Foram feitas duas reag6es de PCR uma utilizando o iniciador

FHllPrPc juntamente com o reverse de cada mutagfio para amplificarmos a

1a. Metade da oRF de Prnp e a outra utilizando o iniciador Foward de cada

mutagao juntamente com o RHllPrPc para amplificagao da 2a' Metade da

ORF de PrnP.

Os iniciadores internos se sobrep6em em7 c6dons, fazendo com que

as fitas sintetizadas por eles sejam coesivas. O pr6ximo passo foi fazer uma

reagSo de ligagao e extensao destas duas metades sem o uso de

iniciadores, pois cada metade 6 o proprio iniciador da outra metade' Para

f i1ilr_ :,;.iin I NT0N r0
. _ t: i ,-

, 'i i::C/:1t
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isso usa-se ciclagem apenas de desnaturagdo, uma hibridagio e uma

extensio. Logo depois os iniciadores externos sio inseridos no sistema

(FHllPrPc e RHllPrPcl para amplificag6o da nova fita contendo a mutagio

desejada.

O produto de PCR foi purificado e em seguida foi feita uma digestdo

com as enzimas de restrigSo EcoRl e BamH, para a ligagio ao vetor pEGFP-

C1 (Clontech) digerido previamente com as mesmas enzimas, como j6

descrito anteriormente. Ap6s a purificagSo do produto de digestio o vetor e o

inserto foram ligados utilizando 400 unidades da enzima T4 Ligase, tampio

apropriado da enzima, 25ng vetor, 125n9 do inserto e a quantidade

suficiente de Sgua para completar 20ul de reag6o. Apos a adigdo de cada

um destes componentes a reagSo foi incubada a 4oC 16 horas. Foi feita a

transformagSo como j6 descrito anteriormente e 16 horas depois foram

selecionadas algumas colOnias da placa de transformagdo. Em seguida, foi

feita uma PCR a fim de verificar quais colOnias possufam o inserto de PrPc.

As colOnias que mostraram-se positivas apresentando uma banda do

tamanho de PrPc, aproximadamente 800 pares de bases, foram inoculadas

em Sml de LB acrescidos de Kanamicina SOpg/ul, para extragio de DNA,

como j6 descrita anteriormente. A partir desta preparagSo fez-se a reagio de

sequenciamento para verificar se as mutag$es estavam corretas.

Apos a verificagao do sequenciamento os clones selecionados foram

submetidos a uma extragSo de DNA em larga escala.
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3.2.4 EXTRA9AO DE DNA EM LARGA ESCALA

Para a realizagao desta preparagao de DNA foi utilizado o Kit

Qiagen@ Plasmid Maxi seguindo as instrug6es do fabricante. Brevemente, a

cultura foi centrifugada por 10 minutos a 4oC e 2700 xg e o sobrenadante foi

descartado. O precipitado foi ressuspendido com 10 ml de tampdo P1, e

adicionado 1Oml de tampdo P2, a solugSo foi invertida gentilmente e em

seguida deixada d temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida foi

acrescentado 1Oml de tampdo P3 gelado e o tubo foi invertido novamente. A

solugSo foi deixada no gelo por 15 minutos, enquanto isso a coluna para

filtrar a solugSo foi equilibrada com tampSo QBT, separadamente foi

montado um outro filtro com uma membrana de 0,2pm e acoplado a uma

mangueira de sucgdo a vdcuo com um tubo falcon de 50ml embaixo.

A solugdo foi filtrada por meio de sucgSo, e este filtrado foi passado

pela coluna jd equilibrada com QBT, o eluato foi desprezado, e a coluna foi

lavada duas vezes com 30ml de tampSo QC, o lavado e o DNA foi eluido

com 1Sml de tampSo QF que desta vez foi atmazenado foi desprezado em

um tubo falcon de 50m1. O DNA foi precipitado com 10,5 ml de isopropanol,

e centrifugado por 30 minutos a 4oC a 8600 xg. O sobrenadante foi

descartado, foi acrescentado etanol 70o/o, e entdo foi centrifugado

novamente por 40 minutos a 8600 xg a 4oC. O sobrenadante foi descartado

e o tubo foi colocado para secar na estufa a 56oC.

O DNA foi ressuspendido com 500p1 de TE (Tris-EDTA) e quantificado

atrav6s de absorbdncia em 260nm e sua qualidade analisada em gel de
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agarose 0,8o/o. Todos os clones selecionados foram armazenados no freezer

-70oC, com LB 10% glicerol.

3.3 PADRONTZA9AO DA TRANSFECAAO DAS CONSTRU9OES DOS

MUTANTES DE PRPC EM PEGFP

As linhagens celulares utilizadas foram HEK293 (ATCC@ Number:

CRL-'I573rM): linhagem embriondria proveniente de rim humano, cultivada

em meio MEM@ (GibcorM) ,F14 (cedida pelo Dr. David Brown) linhagem

proveniente de fus6o de c6lulas da linhagem N18TG2 de neuroblastoma

murino e neur6nios cerebelares de camundongos deficientes para o gene de

PrPc. Cultivada em meio DMEM@-High Glucose (GibcorM), (BROWN 2001),

MEF0/0 "Mice embrionic Fibrobtast' (linhagem proveniente de fibroblastos

embriondrios de camundongos deficientes para o gene de PrPc. Cultivadas

em meio DIMEM@ (GibcorM). CF10 (cedida pela Dra. Sue Priola) c6lulas

derivadas de c6rebro de embri6es de camundongos deficientes para o gene

de PrPc. Cultivadas em meio Opti-MEM@ (Gibco) e 1% de antibi6ticos

Penicilin/streptavidine (GibcorM), SN56 (fus6o de neur6nio septal e

neuroblastoma de camundongo) e N2a (ATCC@ Number: CCL-131rM) clone

estabelecido a partir de neuroblastoma murino. Cultivadas em meio MEM@

(GibcorM) contendo piruvato monoss6dico 1mM.

3.3.1 TRANSFECAAO COM CACL2

As c6lulas (4x104) para transfecgso foram semeadas em uma placa

de 35mm e mantidas em cultura por 16 horas. Foram adicionados os
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reagentes na seguinte ordem: 3pg de DNA, 187u| H2O,62,5u1 CaClz 1M e

250u1 de BBS ap6s 5 minutos de incubagao o meio foi aspirado das placas

em cultivo e foi acrescentada a mistura. As c6lulas foram incubadas na

estufa (mida a 37oC com 3% CO2 por 5 horas.

Ap6s este perlodo todo o meio das placas foi aspirado e as mesmas

foram lavadas duas vezes com PBS. Em seguida foi colocado meio

apropriado (2ml) nas placas e foram incubadas por mais 24 horas a 37oC em

estufa (mida com 5% COz

As imagens das c6lulas transfectadas foram adquiridas atrav6s de um

microsc6pio de fluorescdncia utilizado para excitar a mol6cula fluorescente

(GFP) sob luz ultravioleta (488nm).

3,3.2 TRANSFECQAO COM LTPOFECTAMINA

Foram plaqueadas 4x104 c6lulas em uma placa de 6 pogos usando

Optimem completo acrescido com 10% Soro Fetal Bovino (lnvitrogen) e 1o/o

penicilina e estreptomicina 5000pr/ml (Gibco). Em seguida as c6lulas foram

incubadas em estufa 0mida 37oC com 3% COz Por 16 horas.

Para transfectar, foi usado um tubo para diluir 1 e 2 pg de vetor em

150p1 de meio Optimem sem soro e sem antibi6tico. Em outro tubo foram

diluidas concentrag6es de 2,51.t9,5 e'lOpg de lipofectamina em 150p1 de

meio sem soro e sem antibi6tico.

As duas solug6es foram incubadas separadamente por 5 minutos e

entSo foram misturadas e incubadas por 20 minutos d temperatura ambiente.

Neste intervalo as placas foram lavadas com meio sem soro e foi
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adicionado 1,5 ml de meio Optimem sem soro e sem antibiotico.

Foram adicionados os 300u1 da solugio (lipofectamina e vetor) sobre

a placa de cultivo contendo 1,5 ml de meio de maneira que a solugSo ficasse

homogeneizada. Ap6s o perfodo de incubagio de 4 horas a 37oC em estufa

fmida com 5% COz, o meio foi trocado por Optimem completo e a placa foi

incubada novamente na mesma condigdo anterior por 24 a 48 horas.

O pico m6ximo de expressSo da quimera GFP-PrPC mutantes se d6

de 24 a 48 horas ap6s a transfecgio.

3.3.3 ELETROPORA9AO

As cubetas de eletroporagSo devem ficar expostas a luz ultravioleta

por 15 minutos para esterilizagSo. As c6lulas em cultura foram tripsinizadas

e centrifugadas por 5 minutos a 3800 xg e ressuspendidas em 1ml de meio

DMEM 10% soro. Foi colocado em cada cubeta: 2,5u1 de tampdo BES 0,5M

pH 7 ,2 na parede no fundo da cubeta, adicionamos tamb6m 10pg/ul de DNA

de esperma de salmSo, 15pg de DNA e 1X106 de c6lulas. As cubetas foram

colocadas no eletroporador (170V, capacitdncia 950, constante entre 40 e

50). Apos estes procedimentos as c6lulas foram plaqueadas e mantidas em

estufa rimida a 37oC por 24 horas com 5% CO2, p€lr? posteriormente serem

analisadas atrav6s de um microsc6pio de fluoresc6ncia.

3.3.4 TRANSFECqAO COM EFFECTENE

A transfecgso com Effectene Transfection Reagent 2002 Qiagen, foi

realizada conforme instrugio dos fabricantes (ARNOLD et al. 2006).
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3.3.5 LTNEARTZA9AO DOS VETORES

Os vetores foram linearizados com enzimas cuidadosamente

escolhidas de modo que cortassem apenas um 0nico sitio e que ndo

prejudicasse nenhuma fungdo importante do vetor. As enzimas de restrigSo

selecionadas foram a Clale Sca/ para os vetores pEGFP e pEFG (vetor de

blasticidina) respectivamente. Os vetores foram digeridos 16 horas d 37oC, e

purificados com Kit clean Up e dosados no espectrofot6metro (NanoDrop-

1 000 Spectrophotometer).

3.4 TMUNODETECQAO

As linhagens F14 e HEK293T foram lisadas com PBS NP40 1% (para

100m1- 1% NP-40 1 mL;10% Glicerol 1oml;1351\Im NaCl 2,7mL;2Oltlm Tris

pH 8,0 2mL) acrescido de inibidor de proteases. O extrato celular foi

centrifugado por 10 minutos a 15300 xg e 4oC, o sobrenadante foi passado

para um novo tubo e o precipitado desprezado. A concentragdo de proteina

foi dosada atrav6s de reagSo colorim6trica pelo reagente de Bradford.

O reagente de Bradford foi diluido 5 vezes em HzO e 200u1 da solugSo

foi adicionada em pogos de placas de 96 pogos. Foi feita uma curva padrSo

com uma proteina de massa conhecida, BSA (Albumina S6rica Bovina) que

foi utilizada como referEncia para dosagem do extrato prot6ico celular. Em

seguida a placa foi levada a um leitor de Elisa.

Um totat de 50Ug de proteina por pogo foi aplicada juntamente com

tampSo redutor 4x (24OmM TRIS HCl, 0,8% SDS, 200mltl 2 Mercaptoetanol,
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tragos de bromo fenol blue, 40% Glicerol, HzO quantidade suficiente para

12mL). Como controle positivo foi usado um extrato de encefalo fragdo 30%

(ZANATA et al. 2002)e como marcador foi usado o High lt/ass Ladder

(lnvitrogen). Todos os tubos foram fervidos por 10 minutos antes da

aplicagio em gel acrilamida 10% que em seguida foi submetido a uma

eletroforese com SDS Page.

Apos a eletroforese o gel foi submetido a transfer6ncia para

membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences) em uma amperagem

de 0,04A por 60 minutos.

Apos a transfer6ncia, a membrana foi corada com Ponceau (0,1%

Ponceau,l0% Scido ac6tico) e lavada com HzO para verificar a eficiOncia da

transferOncia prot6ica.

Na etapa de imunodetecgio a membrana foi bloqueada com leite

Molico 5% diluido em TBST por t hora. Posteriormente foram feitas 3

lavagens com TBST, e incubada com 1mL de leite molico e 1:1000 de

anticorpo prim6rio de mouse anti-PrPc produzido no laboratorio (ZANATA et

a|.2002).

A membrana foi incubada na cdmara fria a 4oC por 16 horas e apos

este periodo foi lavada por 3 vezes com TBST (1OMm Tris

pH7,4NaCl150Mm, 0,05% Tween), e incubada com anticorpo secund6rio

anti-mouse HRP (Amersham) diluido 1:5000 em leite molico por t hora d

temperatura ambiente.

A membrana foi revelada com uma solugSo 1:1 de ECL Western

Blotting Detection Reagents (Amershan Biosciences). O filme "High
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performance autoradiography Amershan Biosciences" foi colocado sobre a

membrana e exposto por 5 minutos. Em seguida o filme foi colocado na

solugSo reveladora (Kodak), na dgua e na solugao fixadora (Kodak) e

colocado para secar.

3.5 SELE9AO COM ANTTBTOTTCO

As c6lulas foram selecionadas com 600pg/mL de Geneticina

(GibcorM) , ao qual o vetor pEGFP-C1 confere resist6ncia, por 15 dias

3.6 CITOMETRIA DE FLUXO

As c6lulas foram retiradas da placa de cultura atrav6s de tripsina, a

tripsina foi inativada com meio MEM, 10% soro fetal bovino e 1o/o piruvato de

sodio (20m1 de soro fetal bovino,2ml de Piruvato (concentragSo), para 200m1

de meio MEM), e as c6lulas foram incubadas a 37'C por t hora para o

restabelecimento da membrana.

As c6lulas foram centrifugadas novamente, o sobrenanadante

descartado e as mesmas ressuspensas em PBS 0,5% BSA contendo o

anticorpo anti-PrPc e (1pg/prl) diluido 1:100 e incubada a4oC por t hora.

Apos este periodo as c6lulas foram lavadas 3 vezes com PBS. O

anticorpo secunddrio anti-mouse FITC (Pharmingen) 1/200 foi diluido em

100u1 de PBS 0,5o/o BSA e incubado por t hora a 4oC. Em seguida as

c6lulas foram lavadas 3 vezes com com PBS e a fluoresc€ncia 2

(ficoeretrina-PE) foi medida no cit6metro (Fac Scan- Becton Dickinson).
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3.7 ANALTSE DA DTSTRTBUTQAO SUBCELULAR DE PRPC

Para analisar a distribuigSo celular dos mutantes de PrPc, foram

realizadas transfecg6es em c6lulas SN56, uma linhagem celular originSria da

fusdo de neurOnios septais e neuroblastoma de c6rebro de camundongo

neonatal. Estas c6lulas foram utilizadas devido ao seu amplo uso em

estudos de trdfego de proteinas. As c6lulas foram transfectadas com

lipofectamina numa concentragio de 2,Spglpl e 2pg de DNA conforme o

protocolo descrito no item 3.3.2. As c6lulas foram plaqueadas em laminulas

de vidro para microscopia de 22mm, transfectadas e em seguida

diferenciada com Adenosina monofosfato ciclico (AMPc) 2mM em meio

DMEM sem soro com 1% L-glutamina por 48 horas. Os n[cleos celulares

foram corados com DAPI 0,14',6-Diamidina-2-fenilindole (0,1pg/ml). As

lamlnulas foram montadas em aparato pr6prio e as imagens das c6lulas

vivas analisadas em microsc6pio Nikon TE 2000 sob microscopia confocal

(BioRad Radiance) utitizando laser de argdnio 488nm.

3.8 ENSATO DE MIGRAQAO

Os ensaios foram realizados em c6maras de Boyden (Transwell@ -
Corning) com membranas de 6,5mm de didmetro contendo poros de 8,0prm.

As membranas foram sensibilizadas com 10pg/ml de VN por t hora a 37"C.

A seguir as membranas foram bloqueadas com BSA 0,5% por 30 minutos a

37"C. Em cada pogo foram plaqueadas 2x105 c6lulas, que permaneceram

incubadas por 6 horas em estufa com atmosfera constante de 5% de COz a
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37oC. Os pogos foram entao lavados com PBS e as c6lulas fixadas com

paraformaldeido (4o/o) e coradas com intercalante de DNA DAPI (0,1pg/ml).

As c6lulas que n6o migraram, ficando na face superior da membrana, foram

removidas para possibilitar a quantificagSo. lmagens de 10 campos

aleatorios de cada membrana foram capturadas em microscopio Olympus

lX70 sob flitro UV (SWB). A contagem do n0mero de c6lulas por campo foi

realizada com o auxilio de um programa de processamento de imagem

(lmage J@).

Para comparagSo entre as amostras, os valores de media de n0mero

de c6lulas por campo foram normalizados em relagio d m6dia obtida das

c6lulas N2a transfectadas com o vetor vazio. As an6lises estatlsticas da

m6dia de 3 experimentos independentes foram feitas atrav6s da an6lise de

varidncia (ANOVA) e teste de comparagdo m0ltiplas Tukey-HSD.

4 RESULTADOS

4.1 CONSTRU9AO DOS MUTANTES DE PRPG EM VETOR QUE

EXPRESSA A PROTE1NA FLUORESCENTE VERDE (GFP)

Os mutantes de PrPc foram clonados no vetor pGFP para que fosse

possivel analisar a distribuigdo celular das quimeras GFP-PrPc e
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posteriormente estudar o comportamento desses mutantes em distintos

ensaios biol69icos.

A clonagem da mutagio no codon Pro102leu de PrPc no vetor pGEI\I

se deu a partir da amplificagdo de DNA gen6mico de um paciente portador

de GSS que apresentava a mutagio de interesse.

Para que fosse possivel selecionar os dois alelos do gene de PrPc

que apresentasse a mutagio P102L associada ou n6o ao polimorfismo

129[V, clonamos o fragmento mutado primeiramente em vetor pGEM

utilizando o sistema de clonagem pGEM T-Easy Vector System (Promega).

Esse sistema foi utilizado na clonagem de fragmentos de DNA

diretamente do produto de PCR que pode ser visualizado na Figura 1.
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Legenda: Produto amplificado e purificado do fragmento de PRNP contendo a mutagdo

Pro102leu M- marcador de peso molecular 100 pares de bases, 1 e 2 duplicatas da

construgSo P1021.

Figura 1 - Gel agarose fragmento amplificado de PrPc.

Ap6s analisados e conferidos os clones contendo 102Leul129Met e

102Prol129Val foram selecionados e utilizados como molde para

subclonagem em vetor pEGFP.

Primeiramente, para que PrPc seja enderegado corretamente para a

membrana plasm5tica faz-se necess6rio clonar o peptideo sinal humano que

sinaliza para sua compartimentalizagSo na superficie celular. Como todos os

nossos mutantes cont6m a sequBncia de PrPc humano, desenhamos

iniciadores para clonar o peptideo sinal humano a partir de cDNA humano

atrav6s de PCR com iniciadores especificos.
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A sequ6ncia que representa o peptfdeo sinal humano foi inserido no

sitio de Aget do vetor pEGFP a 5' da sequ6ncia do vetor que codifica EGFP

(veja Figura 2).

Legenda: Figura ilustrativa do vetor pEGFP-C1, em destaque o sitio de Agel.

Figura 2 - Vetor pEGFP-C1.

A construgSo pEGFP peptideo sinal humano foi conferida atrav6s de

reagSo de sequenciamento para confirmarmos a ausCncia de erros na

adigSo nucleotidica.

Os clones pEGFP-PrPc Pro102 foram entSo analisados e o sltio

mutado associado ou n6o ao polimorfismo 129 pode ser verificado nas

Figuras 3 e 4.
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Legenda: Eletroferograma representativo do sequenciamento do clone n5o mutado

(Leu102) com o polimorfismo Met129.

Figura 3 - Sequenciamento do clone Leu102/Met129.

Legenda: Eletroferograma representativo do sequenciamento do clone que apresenta a

mutagSo/pol i morfismo nos c6dons P r o1 02 e Y al1 29 -

Figura 4 - Sequenciamento do clone Pro102Nal129-
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Je para as construg6es das mutag6es 1o2Lt12gM, 1osLt12gM,

105L1129v, 117v1129M, 11zvt129v , wrn2gv, wr/129M utilizamos a

t6cnica de PCR recombinante para alterar a sequdncia nucleotidica e

consecutivamente o aminodcido de interesse, jd que ndo tinhamos DNA

gen6mico de pacientes que apresentavam essas mutag6es.

A t6cnica de PCR recombinante foi utirizada para que as duas

metades da oRF de PRNP sejam amplificadas separadamente.

Primeiramente 6 feita uma PCR para amplificar a primeira metade da ORF

com iniciador FHllPrPc (primer F5') juntamente com o iniciador reverse

(Primer R3') que possui a mutagio de interesse. A seguir uma segunda

reagSo foi realizada para amplificar a segunda metade da oRF de pRNp

com o primer RHllPrPc juntamente com o foward de cada mutagdo de

interesse. Os iniciadores internos sobrep6em-se em sete c6dons, fazendo

com que as fitas sintetizadas sejam coesivas, o pr6ximo passo foi fazer uma

reagdo de ligagdo e extensSo destas duas metades.Um esquema da t6cnica

pode ser observado na Figura 5.
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Legenda: Esquema ilustrativo de PCR recombinante

Figura 5 - PCR recombinante.

Desta maneira, todos os mutantes Pro102l12gM e Pro10S, Ala117

associados com polimorfismo 129M ou V foram clonados no vetor pEGFP.

As construgOes pEGFP- PrPc mutantes foram digeridas com EcoRt e

BamHlllpara confirmagdo do tamanho dos insertos (Figura 6) e al6m disso a

os produtos clonados foram re-sequenciados para descartarmos a

possibilidade de alteragio de bases nucleotidicas. Desta forma, todas as

mutag6es em PrPc associadas ao polimorfismo no 129 (Met ou Val) foram

construidas no vetor pEGFP e sequEnciadas.
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PCR recombinante
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PCR das metades
unidas

Primer F ext.
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Legenda: Figura ilustrativa da digestSo diagnostica das construg6es pEGFP- PrP" mutantes

digeridas com Eco Rl e Bam Hlll para liberagSo do inserto. Da esquerda para a direita:

Marcador de peso molecular 100 pares de bases, (uncut) ndo digerido, 1- 102leu/129Met,

2-1O2Leut129Val, 3-105Leu/129Met, 4-105leu/1 29Yal, 5-117Vall129Met, 6- 117Yall129Val,

Z-WT/12gval, 8-WT/129Met e + controle positivo (Prnp de camundongo clonado no vetor

pEGFP).

Figura 6 - DigestSo diagnostica.
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Legenda: Eletroferograma representativo do sequenciamento dos clones Pro102' Leu102'

Pro105 e Leu105.

Figura 7 - Sequenciamento dos clones P102L, P105L'

os eletroferogramas mostrando os c6dons Pro102, Leu102,

Pro105 e Leu105 nos produtos de PRNP amplificados por PCR e clonados

no vetor de expressSo estSo ilustrados na figura 7. As variantes dos c6dons

117 e 129 sdo mostradas na Figura 8'

Ap6s a conferencia de todas as sequoncias das construg6es

GFp-prpc mutados foram feitas as preparagOes de DNA plasmidial que

foram usadas em ensaios de transfecaSo celular'
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Legenda: Eletroferograma representativo do sequenciamento dos clones que apresentam

as mutag6es Alal 17,Va1117 e os polimorfismos Met129 e Val129'

Figura 8 - Sequenciamento dos clones Ala117, Val117, Met129 e Val129'

4.2 PADRONEAqAo DAS TRANSFECAoES DE MUTANTES

FUsIoNADoSApEGFPEMDIFERENTESLINHAGENS

CELULARES.

Primeiramente,anossac6luladeescolhafoialinhagemFl4

originada a partir da fusSo de neuronios cerebelares com neuroblastomas de

camundongodeficienteparaPrnp(HOLMEetal,2003).Essac6lu]afoi

escolhida pois n6o expressa PrPc, e portanto a protelna endogena n6o

interfereria em experimentos biol6gios nos quais as quimeras GFP-PrPc

ex6genas estariam sendo expressas'
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Estas c6lulas foram transfectadas com o vetor de expressao para a

proteina tipo selvagem com Val no c6don 129. Apos selegao com G418 foi

realisado um ensaio de imunodetegflo para aprotelna PrPc'

Na Figura 9 podemos observar a expressSo da proteina recombinante

(GFP-PrPc129V)naalturade66KDA.ParanossaSurpresapudemos

observar que aS c6lulas F14 expressam a proteina PrPc end6gena'

Portanto, ao contrSrio do que se esperava essa linhagem n5o 6 desprovida

de PrPc.

Legenda: lmunodetecaSo de PrPc em extrato de c6lula da linhagem F14 fusionada a GFP

(F14pEGFP),extratodec6lulatransfectadapolimorfismoVall2gfusionadoaGFP

(GFpprPcl29V),) e extrato de c6lula F14 revelado com anticorpo anti-PrPc (esquerda) e

com anti-GFP (direita).

Figura 9 - Linhagem F14 expressa PrPc

para conflrmar que esta linhagem realmente expressava PrPc' um

ensaio de citometria de fluxo foi realizado. como pode ser visto' atrav6s do

gr6fico da Figura 10, um aumento importante da fluorescencia na superficie
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celular foi observado quando as c6lulas foram avaliadas com um anticorpo

policlonal contra frPc ltVtZZS). Portanto, este resultado confirma a presenga

de prpc na linhagem F14. O soro pr6-imune de camundongo nao reconhece

nenhum antigeno (SN) (Figura 10)'

Legenda: c6lula F14 loi reagida com soro pr6-imune (sN) e com anticorpo anti-PrPc

(M228).

Figura 10 - Linhagem F14 expressa PrPc end6geno na suPerflcie

Desta forma, ap6s a constatagso de que a c6luta F14 expressa PrPc,

equenSopoderiaSerutilizadaparaospr6ximosexperimentos,foi

necessSrio fazer uma nova pesquisa afim de se encontrar uma outra c6lula

deficiente Para PrPc.

Nossogrupoimortalizouumalinhagemcelularorigin6riadecultura

prim6ria de fibroblasto embrion6rio de camundongo deficiente para PrPc'

Essa foi imorta lizada por passagem serial na cultura e denominada de
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MEFo/o ("Mice Embrionic Fibroblast") (MURAS 2oo5)' Foram feitas

padronizagoes para a co-transfecaSo destas c6lulas com DNA, atrav6s do

m6todo de lipofectamina, das construg6es GFP ou GFP-PrPc tipo-selvagem

mais o vetor que confere resistencia a blasticidina' A eficiencia de

transfec$ofoideaproximadamentelOo/o.Al6mdisso,iniciamosa

padronizagao de selegSo celular pelo antibiotico realizando uma curva dose-

resposta como mostra a Figura 11'

Legenda: a- pain6is A, B e c c6lulas MEF 
o/o tratadaS respectivamente com 5' 1O', 15 pg/ml

de blasticidina, D controle sem tratamento'

Figura 11 - Curva dose-resposta da sensibilidade a blasticidina de c6lulas

MEFO/O

Depoisdev6riastentativasverificamosqueatransfecaSodas

construg6es GFp-PrPc em MEFo/0 apresentaram uma efrciencia muito baixa

edecidimosprosseguircomoutralinhagem.AdoutoraSuzetteA.Priolanos

cedeuc6lulasCFloderivadasdec6rebrodeembrisodecamundongos

Pmp o,o, imortalizadas com pSV3-neo e selecionadas com G418. Sendo

assim, iniciamos novas padronizag6es de transfecaSo com estas c6lulas'
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por6m antes dos experimentos fizemos uma imunodetecaao para confirmar

a auscncia de prpc nestas c6lulas, como mostra a Figura 12'

Extrato de cF1O, F14 (controle positivo, pois expressa PrPc1, e

extrato de c6rebro precipitado com 3Oo/o de sulfato de am6nio foram

submetidos a sDs-pAGE 10% seguido por imunodetecaSo com anticorpo

contra PrPc. Como mostrado na Figura 12, apenas os controles positivos

Fl4eextratodeencefalo30%(sulfatodeamonio)reagiramcontrao

anticorpo anti-prpc, indicando que a linhagem cFlO 6 desprovida de PrPc'

Legenda.LinhagemFl4(controlepositivo),extratodeencefalofragio30%emsulfatode

amOnio (controle positivo) e linhagem celular CF10'

Figura 12 - C6lulas CF-10 n6o expressam PrPc end6geno

I
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I
kDa

66

30 ->

27+



Pamela Andrade Lourengo Pereda 45

Portanto, seguimos com os ensaios de transfecgso na linhagem

CF10, uma vez que a mesma 6 desprovida de PrPc endogeno, como

confirmado atrav6s de imunodetecgso (Figura 12) e citometria de fluxo (dado

n5o mostrado).

A transfecgdo pelo m6todo de c6lcio como jd padronizado para as

outras linhagens, mostrou-se bastante toxica para CF10 (dado n6o

mostrado) A melhor condigSo de transfecgso encontrada foi com

lipofectamina 2,5prg e2pg de DNA em placa de 35mm com 4x104 c6lulas. As

c6lulas foram, co-transfectadas com uma concentragdo 10 vezes menor do

vetor que confere resistEncia a blasticidina. A efici€ncia de transfecqSo de

CF10 com lipofectamina foi de aproximadamente 10oh. Porern, em busca de

uma maior eficiOncia na transfec96o de CF10, foram testadas outras

abordagens como: eletroporagio e effectene (reagente comercial utilizado

em transfecg6es que promete uma maior eficidncia, usado juntamente com

um tampio Enhancer, o Effectene atua formando micelas, englobando o

DNA facilitando sua entrada na c6lula). A eletroporagdo, cuja metodologia

est6 detalhadamente descrita em material e m6todos, n6o repercutiu numa

boa eficiOncia de transfecgso. Desta forma, seria necessdrio re-padronizar

todo o protocolo preexistente para esse tipo celular, o que exigiria muito

tempo. Partimos entSo para uma segunda alternativa que pensava-se ser

menos toxica paru a c6lula: transfect6-la com effectene (Qiagen). C6lulas

CF10 foram transfectadas com effectene, conforme material e m6todos. Os

dados nio ser6o apresentados, pois os resultados n6o foram satisfatorios.

Desta forma, optamos por utilizar uma linhagem celular provinda de
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neuroblastoma murino (ATCC CAT No CCL-131) a Neuro-2a ou N2a, jd que

esta apresentou melhor efici6ncia de transfecgdo com lipofectamina na

concentragio de 2,5 pglpl mas que apresenta expressdo de PrPc endogena.

Alem disso, observamos que c6lulas SN-56 (neur6nios septais

imortalizados) apresentam uma eficiOncia de transfecgdo semelhante ds

N2a, mas com a vantagem de apresentarem uma relagSo nucleo/citoplasma

menor que c6lulas N2a. lsto permite analisar com mais precisio a

distribuigSo celular das mol6culas quimeras GFP/PrPc.

Portanto, as c6lulas SN-56 foram transfectadas transitoriamente e

usadas para avaliagdo da distribuig6o celular das proteinas mutantes de

PrPc. J6 as c6lulas N2a foram transfectadas e clones expressando as

prote[nas de interesse foram isolados e avaliados em ensaios de migragSo.

Quadro 2 - Linhagens celulares testadas

Linhagem

Celular

Mritodo de

TransfecAio

Efici6ncia de

TransfecAio

Aplicagio

Hek 293 C6lcio 40% lmunodetecgSo

F14 Lipofectamina 40o/o Nio utilizada

MEFo/o Lipofectamina 10% N5o utilizada

cF10 Todos 5o/o N5o utilizada

N2a Lipofectamina 40% Migrag5o Celular

SN56 Lipofectamina 40% SublocalizagioCelu lar
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4.3 AVALIA9AO Oe LOCALTZA9AO SUB-CELULAR DE pRpc

C6lulas da linhagem SN56 foram transfectadas com as construgOes

de PrPc e apos 2 dias de diferenciagdo a compartimentalizagio subcelular

das quimeras foi avaliada utilizando um microsc6pio (Nikon) confocal

(Biorad) (Figura 13).

Como podemos observar PrPc fusionado a GFP 6 corretamente

enderegado a membrana, e cicla entre esta estrutura e uma regiio

perinuclear previamente mostrada como sendo o complexo de Golgi (Lee et

a|.2001) (seta, imagem G, Figura 14).

As mutagOes nos c6dons 102 e 105 parecem n6o exercer nenhum

efeito na localizagSo subcelular de PrPc, que continua sendo corretamente

enviado a membrana e acumulando no complexo de Golgi. A mutagSo no

codon 117, quando associada ao c6don 129Met, tampouco apresenta

alteragSo na distribuigio subcelular. No entanto quando esta ultima estS

associada ao c6don 129Val, apresenta distribuigio completamente alterada,

encontrando-se dispersa pelo citoplasma da c6lula (Figuras 13P e 13O).

Esta alteragio da distribuigao ja sugere, per se uma alteragio na fungSo da

proteina. Alem disso, o ndo enderegamento correto desta proteina ao

reticulo endoplasmdtico e Complexo de Golgi deve necessariamente implicar

no comprometimento de sua glicosilag6o.

Avaliamos ainda a expressdo de PrPc nas c6lulas transfectadas com

os mutantes atrav6s de imunodetecgio, a fim de confirmarmos sua massa

molecular. Para essa andlise utilizamos a linhagem HEK293, devido a sua

alta eficiOncia de transfecgSo.
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Legenda: proteinas quimeras GFP-PrPC transfectadas em sN56' A-B WT/129Met' c-D

WT/129Val,E-F102leu/129Met,G.H102leu/129Val,l-J105leu/129Met,L-M
105lteu/129Va1, N-O 117Yall129y,et, P-Q 117Yall129Val (PrPc encontra-se disperso no

citoplasma). A Seta branca na figura G indica a regiSo perinuclear'

Figura13.lmagememmicroscopiaconfocaldasub.localizageodas
protefnas quimeras.

NaFigura14pode-seobservarquetodososmutantesexcetoo

llTYaltl2gValapresentam-Secomamassamolecularsemelhante

(aproximadamente66kDa)devidoafusSocomGFP,J6aproteinacom

mutagsonocodonllTValtl2gValpareceestarsendodegradada,sua
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loalizagkonogelest6emtornode45kDa.EssaalteragSonamassa

molecularpodeSercausadaporumadegradagsodaproteina'Quepoderia

ocorrer devido a localizag6o citoplasm5tica desta protefna PrPc mutante e

sua possfvel exposigSo a maior degradagSo por processamento proteolitico'

Legenda: western blot obtido a partir de extratos de c6lulas HEK 293 transfectadas com os

mutantes de PrPc e revelado com anticorpo anti-PrPc policlonal (M235)' 1-HEK sem

transfectar,2-HEKGFP,3-WT/129Met,4-WT/129Va1,5.102Pro/129Met,6-
102Leul129Yal, 7-105leL/129Met, 8-105Leu/129Va1', 9-1 17Yall129uet e 10-117Yall129YaL

Figura14.Westernblottingdopooldec6lulasHEK2g3transfectadascom

os mutantes.

4.4GERAqAoDEcLoNESCELULARESDEGELULASN2A

TRANSFECTADASGoMpEGFPASSocIADoAoSMUTANTESDE

PRPC

Asc6lulasN2atransfectadascomasquimeraspEGFP-PrP"tipo

selvagem e mutantes e selecionadas com antibi6tico (G418)' foram
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analisadas inicialmente atrav6s do ensaio de citometria de fluxo apenas pela

fluorescdncia emitida por GFP. Como observado na Figura 15, todas as

c6lulas que receberam as construg6es emitem fluoresc6ncia quando

comparadas ao controle (c6lula ndo transfectada). ConseqUentemente, isso

indica que as c6lulas expressam tanto PrPc tipo selvagem como mutantes,

uma vez que GFP est6 sob o mesmo promotor de PrPc.

Apos verificar que as c6lulas N2a transfectadas com as quimeras

estavam expressando as construgoes GFP-PrPC, confirmamos a expressio

de PrPc atrav6s de ensaios de citometria de fluxo utilizando o anticorpo

monoclonal anti-PrPc humano (3F4). Este anticorpo reconhece somente o

PrPc humano, possibilitando o reconhecimento apenas da proteina ex6gena

na superflcie celular (PrPc humano fusionado a GFP) mas nio de PrPc

endogeno murino.
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Legenda: Histogramas representativos .de 
ensaios de citometria de fluxo mostrando o

deslocamento Oo pico Oe 
-fiuorescCncia 

Oe GFP em relagSo a c6lula N2a n6o transfectada

(curva cinza), ceruLi- transfectada" "#' l-iOii"t/129Met' B-102leu/'129Val' C-

iosueultzgrvret, o-roii"r/ugv"r e a oireiif i -iniihcgMet' F-1 17Yatt12eval e G-GFP'

Figura 15 _ ExpresiSo das construg6es GFP-PrPC nas c6lulas N2a.

NaFigura16estaorepresentadososhistogramasdasc6lulas

transfectadas com o PrPc tipo selvagem com metionina ou valina no c6don

polimorficol2g.Podemosnotarumdeslocamentodascurvasque

representam a expressao de PrPc humano (quimeras GFP) nas c6lulas

transfectadas
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Legenda: As c6lulas N2a foram incubadas com lgG Pr6 lmune (curva azul) ou anticorpo

monoclonal anti-PrPc humano 3F4 (curva cinza) ' Painel A- a quimera pEGFP WT/129Met

e painel B-WT/129Val'

Figural6-Histogramarepresentativodoensaiodecitometriadefluxo.

J6naFiguralTestSorepresentadososhistogramasdoensaiode

citometria de fluxo das c6lulas transfectadas com as construg6es pEGFP-

prpc contendo aS mutag6es selecionadas, em combinagao com as duas

Variantesdoalelopolim6rficol2g.ComopodemosnotaraSc6lulas

expressandoosmutantestiveramopicodefluorescBnciadeslocado'

indicando sua expressSo na superffcie celular'

Duranteaan6lisedasc6lulastransfectadas,observamosquea

populagsodec6lulaserabastanteheterog6neaquantoaexpressaode

PrPc
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Legenda: As c6lulas foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-PrPc humano 3F4

(curvaazul),mostrandoodeslocamentodopicodefluoresc6nciaemrelaqSoaocontrole

negativotgG(curvacinza).EmA.102leu/129Met,B.1a2leul129Val,C.105leu/129Met,D-

1 05Leu/1 29Val, E-1 17Y all 129[et e F-1 17Y all I 29V al'

FiguralT.Histogramarepresentativodosensaiosdecitometriadefluxo

He um deslocamento indicando que he c6lulas expressando a

prote[namutante,mastamb6mh6c6lulascomnlveismuitobaixosde

expressao'ComointuitodeselecionarSomenteaSc6lulascommaior

quantidadedasproteinasmutantes,optamosporisolarclonescelulares

atrav6s de diluigSo seriada. sendo assim, partindo de celulas transfectadas

e selecionadas com G418, foram feitas diluig6es seriadas para a obtengao

deaproximadamentel50c6lulasqueforamdepositadasemplacasde96

pogos, sempre sob selegeo positiva com o antibi6tico G418' Apos o

plaqueamento,ospogosforamanalisadosaomicroscopioeaquelesque
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apresentavam apenas uma c6lula foram marcados e tiveram a multiplicageo

celular acompanhada. Quando as c6lulas atingiram a confluencia foram

transferidas para pogos de 15mm e posteriormente para garrafas de cultura

celular de 25cm2. Estas c6lulas foram entSo analisadas por citometria de

fluxo para a fluoresc6ncia de GFP'

Legenda: Histograma representativo de ensaios de citometria de fluxo com a leitura apenas

da fluoresconcia de GFP. Mostrando o deslocamento do pico de fluorescencia (curva azul)

com relagao a N2a n5o transfectada. Painel A clone pEGFP PrPc WT/129Met e painel B

pEGFP- PTPCWT/129Va1.

Figura 18 - Clones de c6lulas N2a transfectadas com PrPc (polimorfismos

no codon 129).

AFigural8apresentaoshistogramasobtidospelacitometriadefluxo

de dois clones de c6lulas transfectadas com PrPc tipo selvagem contendo

metionina ou valina no codon 129., derivados de clones isolados por diluigSo

A Brl' N2a

WTru HUMANO

N2a

WT HUMANO

limitante
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Legenda:Histograma representativo de ensaios de citometria de fluxo com leitura apenas

dafluorescEnciadeGFP.DeslocamentodopicodefluorescEnciadasc6lulasque
expressamosmutantes(curvaazul)emrelagsoaN2an6otransfectada(curvacinza).

Figura 1g - clones das c6lulas transfectadas com erPc lcre ou mutag6es

nos codons 102, 105 e 117)'

AFiguralgapresentaoshistogramasobtidosporcitometriadefluxo

de seis clones de c6lulas transfectadas com PrPc apresentando as

mutag6es nos codons 102, 105 e 117 em associagao ao polimorfismo no

102u129M102L1129V

105u129V1051/129M

117V 1129V117V1129M
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codon 129. cabe ressaltar que ap6s a selegSo clonal a expressSo das

quimeras se manteve homogOnea'

Foramselecionadoseanalisados,umtotaldell0clones.Destes,

algunsdosqueapresentavamfluorescOnciadeGFPsemelhanteforam

selecionados para a realizagao do experimento de migragdo. Dos clones

analisados, obtivemos 26 com expressao adequada das quimeras.

Para nos certificarmos quanto a expressao dos mutantes na superflcie

celular dos clones foi reali zada um segundo ensaio de citometria de fluxo

com o anticorpo 3F4que reconhece a protelna PrPc humana' (Figuras 20 e

21).

Legenda: prpc end6geno (camundongo) nao 6 reconhecimento de pelo anticorpo 3F4'

Figura 20 - ExpressSo de PrPc em c6lulas N2a'

para avaliar a express6o de PrPc (end6geno mais ectopico) entre os

clones testamos um anticorpo que reconhecesse tanto a protelna end6gena

(prpc murino) quanto a protefna ex6gena (PrPc humano)' Desta forma

N2a
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poderiamos estimar quanto de PrPc total h6 na superficie celular e o quanto

de PrPc foi acrescentado a c6lula'

o anticorpo escolhido foi o policlonal (M235) que produzimos em

nosso laboratorio inoculando PrPc recombinante em camundongos

deficientes para o gene de PrPc (ZANATA et al. 2oo2)' como controle do

reconhecimento do anticorpo utilizamos o anticorpo 3F4'

Legenda: Histograma representativo do ensaio de citometria de fluxo com o anticorpo 3F4

para avaliar a expressao de PrPc exogeno' N2a- c6lula controle' wT/129Met' wT/129Val'

102leu/129Met,102leu/129Val,105leu/129Met,105leu/129Val,117Yall129Mele

117Yall129Val.

Figura2l-CitometriadefluxodosclonesdeN2acomoanticorpo3F4.

Pode-seobservarnaFigura22ondeforamtestadasc6lulasHEK293'

derivadasderimdeembriSohumano),queoanticorpopoliclonal(M235)
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rcalizadauma curva de titulagao para ambos anticorpos e o melhor titulo foi

representado nas Figuras 20' 21 e 22

Legenda:Testeemc6lulashumanasHEK2g3paraavaliarseoanticorpopoliclonalM235

reconhece PrPc humano i semelhanga do anticorpo monoclonal 3F4' O gr5fico demonstra

queoM235apresentaumdeslocamentodefluorescEnciamaiorqueoanticorpo3F4eque

portanto al6m de reconhecer a PrPc de camundongo tamb6m reconhece a PrPc humana'

Figura 22 - Anticorpo polictonal M235 reconhece PrPc humano'

Comesseresultado,prosseguimososexperimentosquantitativosda

expressao de PrPc nos Clones isolados usando o anticorpo M235' A

Vantagemdoseuusonesteestudosed6devidoacapacidadedeste

anticorpo em reconhecer tanto a protefna end6gena quanto ect6pica,

permitindo rcalizat an6lises comparativas e

relativa da Protelna PrPc humana'
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4.5 ANALISE QUANTITATIVA DA EXPRESSAO DE PRPC NOS

CLONES DE CELULAS N2A TRANSFECTADAS COM OS

MUTANTES DE PRPC

lnicialmente foi avaliado um clone de c6lulas N2a por mutagSo de

interesse (denominados clones #1). Os valores de fluorescdncia m6dia para

cada clone obtidos a partir de dois ensaios independentes est6o colocados

na Tabela 1. O valor de fluoresc6ncia para o clone de c6lulas N2a que

recebeu o vetor vazio (apenas o vetor de expressdo de GFP) foi considerado

igual a 1 e os outros valores s6o relativos a este. Podemos observar que os

clones expressam no mdximo 3 vezes mais proteina ect6pica do que

end6gena. Este 6 um ponto positivo uma vez que uma superexpressSo da

proteina ectopica pode causar alterag6es na funcionabilidade celular. Por

outro lado, he clones como o Leu105/129Met e o Val117l129Val cuja

expressSo da proteina PrPc 6 semelhante ao da c6lula que recebeu apenas

o vetor vazio, portanto que n6o expressa PrPc ect6pico.

Tabela 1 - M6dia de intensidade de fluorescGncia dos Clones #1 atrav6s de
citometria de fluxo.

M6dia de intensidade de Fluoresc6ncia

GFP WT WTN 102 102V 105 105V 117 117V

59

Ensaio 1

Valor Relativo 1

GFP
Ensaio 2

Valor relativo 2
GFP

60,43

1

14,2

1

97,34

1,61

31,62

2,23

119,7

1,97

50,03

3,52

187,69

3,11

32,2

2,27

82,49

1,37

31,06

2,19

57,25

0,95

11,86

0,84

2,13

61,4 129,8

1,02 2,15

57,23 22,47 38,2

4,03 1,58 2,69

dentes

[tT 
-

Valores (m6dia de intensidade de fluoresc6ncia) de dois ensaios indepen



Um segundo grupo de clones (clones #2) foi tamb6m avaliado por

citometria de fluxo para quantificagSo da expressSo de PrPc onde foram

quantificadas as intensidades de fluoresc6ncia (valor medio de intensidade

de fluoresc6ncia dos eventos lidos) fornecida pelo programa BD CellQuest

Pro. A Tabela 2 mostra estas quantificag6es bem como os valores relativos

de expressdo de PrPc em comparagSo com as c6lulas N2a que receberam o

vetor vazio. Este fltimo clone (N2a-GFP) e differente daquele usado como

controle na Tabela 1. Para este segundo grupo de clones pode-se verificar a

expressio ectopica de PrPc quando comparados ao clone apenas com GFP,

com excessSo dada aos clones WT e ao 117Vall129Val.

Tabela 2 - M6dia de intensidade de fluorescCncia dos Clones #2 atrav6s de
citometria de fluxo.

M6dia de intensidade de Fluoresc6ncia

N2a GFP WT WTN 102 1O2V 105 1O5V 117 117V
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Ensaio 1

Valor
Relativo 1

Ensaio 2

Valor
relativo 2

Valores (m6dia de intensidade de fluoresc6ncia) de dois ensaios independentes.

A expressflo de PrPc n5o foi alterada quando as c6lulas N2a

receberam o vetor vazio e expressaram apenas a protelna GFP (celulas

transfectadas apenas com o vetor vazio), indicando que esta proteina nio

interfere nas concentrag6es end6genas de PrPc. Por outro lado, o mutante

51,63

1,21

83,27

1,22

42,64

1

68,18

,|

29,47

0,69

69,02

1,01

146,66

3,43

188,12

2,75

111,66

2,61

217,91

3,19

190,19

4,46

191,34

2,80

74,44

1,74

103,11

1,51

90,9

2,13

159,75

2,34

39,83

0,93

95,72

1,40

39,1 6

0.92

72,32

1,06
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117Val 129Val tanto do grupo de clones #1 (tabela 1) como do grupo #2

(Tabela 2) n6o apresentam aumento de PrPc na superficie c6lular. Este fato

pode ser explicado por este mutante ficar retido no citoplasma (Figura 13,

figura 19F) e apresentar uma alta degradagSo (Figura 14).

4.6 ENSATOS DE MTGRA9AO CELUIAR A VTTRONECTTNA DOS

CLONES DE N2A EXPRESSANDO PRPC MUTANTES

A Figura 23 mostra resultados de ensaios independentes de migragSo

celular i vitronectina do primeiro grupo de clones isolado contendo cada

uma das mutag6es WT/129Met, WT/129Va1, 102LeuLl129Met,

102Leul129Val, 105leu/129Met, 105leu/129Va1, 117Yall129Met,

117Vall129Val e clones com vetor vazio (GFP).

Os resultados de todos os ensaios foram normalizados em relagio

aos clones GFP. Este parece ser o melhor controle uma vez que leva em

conta a possibilidade da expressSo de GFP interferir na migragio celular.

N6o houve diferenga de migragSo das c6lulas d vitronectina quando

oS clones com oS mutantes de PrPc foram comparados com aquele

expressando a proteina normal (Figura 23).

O mesmo experimento de migragSo d vitronectina foi realizado para o

grupo de clones #2 e novamente n6o houve diferenga entre eles (figura 24).

Tamb6m foi realizado o teste Mann-Whitney para a comparagio das m6dias

independentes entre oS clones 1 e clones 2, que mostrou n6o haver

diferenga estatistica entre estes valores (Figura 25). lsso indica que os

resultados obtidos nio foram dados por efeitos clonais entre as c6lulas.
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Portanto, estes dados apontam que mutagOes nos aminodcidos 102,

105 e llT,localizados dentro do sitio de interagdo de PrPc a vitronectina,

combinadas com o polimorfismo 129Met ou 129Val em PrPc n5o alteram a

capacidade das c6lulas de migrag6o d vitronectina.

Clones 1
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Legenda: Gr6ficos representativos de 6 ensaios independentes de migragio celular com os

clones N2a (controle de c6lula sem transfectar), GFP (controle de c6lula transfectada

apenas com o vetor GFP), WT/129Met, WT/129Va1, 102Leu/129Met, 102Leul129Yal,

105leu/129Met, 105leu/129Va1, 117Yall129Me1, 117Vall129Yal. A migragSo do clone

tansfectado apenas com GFP foi considerada igual a um e o valor dos clones 6 relativo a

este. An6lise de vari6ncia (ANOVA) e teste de comparagSo mfltipla Tukey-HSD.

Considerou-se uma diferenga estatisticamente significativa quando p<0,05 em relagio a

migragSo dos clones que expressam PrPc WT.

Figura 23 - Ensaio de migragSo d vitronectina com os clones N2a #1.
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Clones 2
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Legenda: GrSficos representativos de 3 ensaios independentes de migrag6o celular com os

clones N2a (controle de celula sem transfectar), GFP (controle de c6lula transfectada

apenas com o vetor GFP), WT/129Met, WT/129Va1, 102leu/129Met, 102Leul129Val,

105leu/129Met, 105leu/129Va1, 117Vall129Met, 117Yall129Val. A migragio do clone

tansfectado apenas com GFP foi considerada igual a um e o valor dos clones 6 relativo a

este. Andlise de varidncia (ANOVA) e teste de comparagSo m0ltipla Tukey-HSD.

Considerou-se uma diferenga estatisticamente significativa quando p<0,05 em relagio a

migragSo dos clones que expressam PrPc WT.

Figura 24 - Ensaio de migragSo d vitronectina com os clones N2a#2.
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Legenda: N2a (controle de c6lula sem transfectar), GFP (controle de c6lula transfectada

apenas com o vetor GFP), WT/129Met, WT/129Va1, 102leu/129Met, 102Leul129Val,

105Leul129Met, 105Leu l129Val, 117Yall129Met, 117Vall129Val. Comparag6o entre m6dias

independentes pelo teste Mann-Whitney. Considerou-se uma diferenga estatisticamente

significativa quando p<0,05.

Figura 25 - GrSfico comparativo dos valores relativos de migragio a

vitronectina dos clones N2a #1 e #2.

4.7 ENSAIOS DE MIGRA9AO CELULAR A STll DOS CLONES

DE N2A EXPRESSANDO PRPC MUTANTES

O presente trabalho previa a realizagio de ensaios de migragio d

STll uma vez que estes mutantes estao inseridos dentro ou muito pr6ximos

ao sltio de PrPc que liga esta protefna. Entretanto, nenhuma capacidade

migratoria das c6lulas foi observada quando se usava STll em ensaios de

haptotaxia. Portanto, esta abordagem ficou impossibilitada no presente

trabalho.
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5 DISCUSSAO

ln0meros trabalhos sobre mutag6es no gene de PrPc 16 foram

publicados, por6m, a grande maioria destes referem-se ao fenotipo das

doengas de prion, biosslntese e processamento das protefnas mutadas.

Uma das hip6teses, que 6largamente aceita 6 que o acUmulo de PrP'"ou de

uma forma t6xica da mol6cula de prion seja a principal causadora da doenga

(HETZ et al. 2003). A natureza da particula toxica ainda 6 alvo de grande

discussdo (SILVEIRA et al. 2005).

Entretanto, dois fatos importantes devem ser levados em conta: a

descrigio de que em algumas formas das doengas por prions ha

degeneragSo neuronal sem que se detecte dep6sitos de PrPs" (DORANDEU

et al. 1998; GRAY et al. 1999; CHRETIEN et al. 1999), e o n0mero crescente

de descrig6es de fung6es celulares de PrPc (MARTINS et al. 2OO2).

Portanto, reforgando a hipotese de que a perda de fungSo de PrPc pode

contribuir para a patog6nese desta doenga.

Uma vez que existem formas da doenga causadas por mutag6es

especificas no gene PRNP, fica evidente que verificar a perda de fungio

nestas mol6culas 6 uma abordagem bastante promissora.

Neste estudo foram geradas construg6es GFP- PrPc apresentando as

mutag6es Pro102leu, Pro105leu e Ala117Val combinadas com os

polimorfismos 129Met ou 129Val, sendo que todas estas formas mutantes

estSo relacionadas a GSS. Estas mutag6es localizam-se no sitio de ligagio

aST!1 eaVitronectina.
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Nossos resultados mostraram que as construg6es GFP- PrPc do tipo

selvagem 129MeWVT e 129ValAl/T assim como os mutantes

129MeU102Leu, 129Vall1O2leu, 129Metl105leu, 129Vall105leu e

129Metl117Val est6o localizadas corretamente na membrana plasmdtica e

na regido perinuclear. J6 o mutante 129Vall117Val apresentou-se disperso

pelo citoplasma da c6lula.

A alteragio na compartimentalizagio celular do mutante 117 6 um

dado inedito na literatura.'E de particular interesse o fato deste mutante s6

ter sua compartimentalizagSo alterada quando associado ao polimorfismo

129Val. Este dado 6 extremamente relevante e a modificagdo ocorrida deve

alterar a fungSo fisiologica de PrPc, apesar de nio termos observado nada

especlfico com relagio d migragdo em vitronectina.

H5 dados na literatura que mostram que mesmo o PrPc tipo selvagem

pode ser ocasionalmente retido no citosol mas ndo se sabe se esta

compartimentalizagSo tem alguma fungSo fisiologica. Ndo h6 um consenso

se a forma citoplasm6tica de PrPc 6 ou nio t6xica e se isso pode ser

associado com alguma patog6nese neuronal (MA e LINDQUIST 2001; MA et

a|.2002; MIRONOV et al. 2003; FlORlTl et al. 2005; CAMPANA et al. 2006;

ORSI et al. 2006; WANG et al. 2006). De fato, em cultura de neur6nios

humanos PrPc citos6lico nio 6 toxico e pode contrariamente ter fung6es

anti-apopt6ticas (ROUCOU et al. 2003).

Nossos dados indicam que a presenga da proteina no citoplasma ndo

parece ser toxica uma vez que as c6lulas proliferam normalmente e sua

ader€ncia a placa de cultura n6o foi alterada.
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Por outro lado, 6 bastante conhecido que o polimorfismo do codon129

no gene PRNP podem afetar a susceptibilidade a doenga, por6m o

mecanismo preciso pelo qual isto ocorre ainda ndo foi estabelecido

(ALPEROVITCH et al. 1999). O codon 129 no gene PRNP pode afetar o

fen6tipo clinico-patologico de CJD e lnsonia Familial Fatal (CORTELLI et al.

1999). O genotipo Met129Met aumenta a suceptibilidade d doengas por

prions (VALLERON et al. 2001) enquanto Val129Val proteje contra a BSE e

vCJD WADSWORTH et al. 2004).

O enderegamento incorreto de PrPc ao reticulo endoplasm5tico e

Complexo de Golgi deve necessariamente implicar no comprometimento de

sua glicosilagSo. Na literatura h6 muitos trabalhos que estudam o possivel

papel da glicosilag6o na localizagSo subcelular de PrPc e diferentes

resultados foram mostrados. Em geral a forma n6o glicosilada de PrPc n6o 6

detectada na superficie celular, permanecendo presa no citoplasma

(ROGERS et al. 1990; DEARMOND et al. 1997; LEHMANN e HARRIS

1997). Mas a forma n6o glicosilada jd foi detectada na superficie de

diferentes linhagens celulares quando transfectadas com alguns mutantes

no sitio de glicosilagSo (KORTH et al. 2000; NEUENDORF et al. 2004). lsso

sugere que a mutag6o no aminodcido e ndo a falta de glicosilagio pode

influenciar o destino intracelular de PrPc.

Nossos dados sugerem que nio hd uma variagdo importante no

padrSo de glicosilagSo dos mutantes estudados. Mas deve-se salientar, no

entanto, que as nossas observag6es sobre o padrio de glicosilagSo s6o

apenas circuntAnciais, uma vez que nio foi realizado nenhum ensaio
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enzim6tico de deglicosilagio espec[fico a fim de nos certificarmos que as

diferentes bandas vistas proximas a altura esperada para GFP-PrPC sdo

realmente as distintas formas di-, mono- e n6o-glicosiladas da proteina.

Para a avaliagdo funcional das proteinas mutantes, as construg6es

GFP-PrPC foram transfectadas em c6lulas da linhagem N2a, que foram

selecionadas com geneticina gerando populag6es com expressdo

heterogdnea das proteinas de interesse. Destas foram selecionados clones

atrav6s do m6todo de diluigSo limitante. Estes clones foram utilizados nos

ensaios de migrag6o celular.

O conceito de migragdo celular envolve um ciclo de diversos passos

altamente coordenados e regulados. Em resposta a diversos estimulos

migrat6rios, o movimento direcional 6 iniciado quando, a polimerizagdo de

actina direciona uma protusSo da membrana, que 6 estabilizada pela ligagSo

d matriz extracelular (MEC). O conceito de haptotaxia foi estabelecido h6

muitos anos e reflete a motilidade direcional ou projegdo de c6lulas contra

um gradiente de sitios de adesSo celular ou quimioatrativos ligados a um

substrato. Estes gradientes est6o naturalmente presentes na matriz

extracelular ou podem ser estabelecidos artificialmente pela alteragio da

concentragio de sitios de adesio em um substrato (CARTER 1967).

Os estimulos migratorios utilizados neste trabalho foram a

Vitronectina e STl1, respectivamente uma glicoprotefna multifuncional

relacionada a processos metab6licos como adesio e migragSo celular entre

outros (SEGER e SHALTIEL 2000) e uma co-chaperonina relacionada a

processos de neuroprotegio (CHlARlNl et al. 2002; ZANATA et al. 2002). O



Pamela Andrade Lourengo Pereda 69

sltio de ligagSo de vitronectina e STll a PrPc estSo embricados (aas 106 a

128 na mol6cula de camundongo) e as mutag6es de PrPc estudadas neste

trabalho est6o inseridas ou muito proximas a este domfnio. Portanto, nossa

ideia inicial era que estas proteinas mutantes apresentassem uma alteragSo

na interagio com vitronectina ou STll afetando a resposta celular

desencadeada por cada um destes complexos.

Uma observagdo importante com relagio aos clones gerados 6 que

nio h6 superexpressio da proteina selvagem e nem das mutantes de PrPc.

Consideramos isso vantajoso uma vez que a superexpressSo de qualquer

protefna pode levar a um desbalango celular e a resultados que poderiam

n6o refletir nos mecanismos fisiologicos de PrPc.

N6o foram detectadas diferengas nos experimentos de migragSo

realizados com o estimulo de Vitronectina a partir de dois clones diferentes

expressando a proteina tipo selvagem ou as mutantes combinadas aos

polimorfismos em 129. lndicando portanto, que estes resultados ndo foram

ocasionados por diferengas clonais.

Chamou nossa atengdo que a expressSo de mais mol6culas de PrPc

do tipo selvagem (GFP-PrPC), nas c6lulas que je expressavam PrPc

end6geno (N2A), n6o foi capaz de alterar as taxas de migrag6o. lsso pode

significar que PrPc tenha uma menor participagSo nos processos de

migragio quando comparado a outros ligantes de vitronectina, como as

integrinas. Alem disso, 6 possivel que as vias de sinalizagSo responsdveis

por tal fenOmeno estejam saturadas com a presenga por exemplo de de

integrinas e do pr6prio PrPc end6geno.
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Os experimentos de migragdo por haptotaxia usando STll mostraram

que esta protelna ndo tem atividade atraente. Uma possibilidade 6 que

quando aderida a um substrato STll oculte o sitio de ligagdo a PrPc. Vale

ressaltar que em todos os experimentos abordados pelo grupo ST!1 sempre

foi usada na forma sohivel. Estudos futuros abordario outras atividades do

complexo PrPc-STl1 como sobreviv6ncia e diferenciagio celulares nos

mutantes de PrPc.

Vale ressaltar que nosso grupo mostrou que outros mutantes de PrPc,

localizados no sitio de interagSo com laminina (codons 171 e 178)

apresentaram deficiOncia na migragdo celular quando esta mol6cula da

matriz extracelular foi usada em ensaios de haptotaxia (MACHADO 2007).

Portanto, parece que ensaios especificos devem ser usados para abordar

cada um destes mutantes e seu respectivo ligante.

Desta forma, este trabalho contribuiu de forma importante na geragSo

de ferramentas importantes para continuagSo destes estudos al6m de

apontar que ensaois biologicos diferentes deverdo ser usados na tentativa

de identificar a perda de fungSo de proteinas mutantes de PrPc.
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6 CONCLUSOES

,/ As construgoes GFP-PrPC 129Met, GFP-PrPo 12gVal, GFP-PrPC

1O2Leut129Met; GFP-PrPC 1O2Leut129Yal; GFP-PrPC

1 05leu/1 29Met; GFP-PrPC 1 05leu/1 29Val; GFP-PrPC 1 17Vatt129Met

foram corretamente enderegadas a membrana plasmStica e

apresentam uma massa molecular de cerca de 60KDa.

A construgSo GFP-PrPC 117Vall129Val fica retida no citoplasma

celular e a forma predominante detectada em ensaios de western

blotting tem uma massa molecular de cerca de 45KDa.

C6lulas N2A transfectadas com as quimeras GFP-PrPc 129Met, GFP-

PrPc 1 29Val, GFP-PrPC 102Leut129Met; GFP-PrPo 1O2Leut129Val;

GFP-PrPc 105leu/129Met; GFP-PrPc 105Leu/129Val; GFP-PrPo

117Yall129Met e GFP-PrPc 117Valt129Val nio apresentam alteragdo

na migrag6o celular desencadeada por vitronectina.

./ STll n5o foi capaz de induzir migragio celular quando usada em

ensaios de haptotaxia.

:1*.1-ii'i.;;*
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