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RESUMO 

 

 

Atualmente muitos grupos de pesquisa estão empenhados em desvendar a 

função da forma celular da proteína prion, PrPc. PrPc é uma isoforma normal da 

proteína prion infecciosa (PrPsc-proteína prion scrapie) relacionada às 

Encefalopatias Espongiformes Transmissíveis (TSEs), genericamente 

designadas por doenças priônicas. Uma das maneiras de esclarecer o papel de 

PrPc é investigar moléculas ligantes e associá-las a fenômenos biológicos. As 

funções propostas para PrPc vão desde atividade semelhante a superóxido 

dismutase, proteção contra estresse oxidativo, diferenciação neuronal à 

sinalização. Em 1997, descrevemos um receptor/ligante para PrPc utilizando o 

princípio da hidropaticidade complementar. No presente trabalho, apresentamos 

o isolamento e identificação deste ligante de PrPc como sendo STI1 (“Stress 

inducible protein 1”), uma co-chaperonina. In vitro, a STI1 interage com PrPc de 

maneira específica, saturável e com alta afinidade (Kd=10-7M). Ex vivo, a 

interação entre PrPc e STI1, possui efeito neuroprotetor ao ativar a via de PKA 

(Proteína quinase dependente de AMPc), além disso, promove crescimento 

neurítico através da via de MAPK (Proteína quinase ativada por mitógeno) em 

neurônios do sistema nervoso central. Paralelamente, mostramos que PrPc atua 

como um ligante de proteínas de matriz extracelular: vitronectina e laminina. A 

interação entre vitronectina e PrPc leva ao crescimento axonal de células do 

sistema nervoso periférico. Ao interagir com laminina, PrPc induz fo rmação e 

manutenção de neuritos e se mostra importante para os mecanimos de 

consolidação da memória de curta e longa duração, sendo que este processo 

requer a ativação de vias clássicas de sinalização (PKA/MAPK). Assim, a 

caracterização das interações PrPc-STI1, PrPc-Vn e PrPc-Ln representa 

contribuições importantes para a elucidação do papel biológico de PrPc.  
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SUMMARY 

 

 

Nowadays, many research groups are interested in unraveling the role of the 

cellular prion protein, PrPc, which is the normal isoform o f protein associated with 

the Transmissible Spongiform Encephalopaties (TSEs), generically designated 

prion diseases. Several biological roles for PrPc have been proposed. In 1997, 

our group described a PrPc receptor/ligand based on the complementary 

hydropathy theory. Herein, we showed the identification of the PrPc 

receptor/ligand as STI1, or Stress inducible protein 1. In vitro studies 

demonstrated that STI1 is a specific, saturable and high affinity ligand for PrPc 

(Kd=10-7M). Ex vivo, PrPc-STI1 interaction promoted neurite outgrowth through 

MAPK (Mitogen activated protein kinase) and showed neuroprotective effects by 

activating PKA (cAMP-dependent protein kinase) in central nervous system 

neurons. We also demonstrated that PrPc act as an extracellular matrix protein 

receptor for vitronectin (Vn) and laminin (Ln). The interaction between Vn and 

PrPc led to axonal outgrowth in peripheral nervous system. Upon its interaction 

with Ln, PrPc induced formation and maintenance of neurites and participated in 

short and long term memory consolidation mechanisms by activating classical 

signaling pathways (PKA/MAPK). Thus, the characterization of PrPc-STI1, PrPc-

Vn and PrPc-Ln interactions represents important contributions for the 

elucidation of PrPc physiological roles.  
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ANEXOS 

 

 Anexo I Artigo intitulado: Stress inducible protein 1 is a cell surface 

ligand for cellular prion protein that triggers neuroprotection. 

 

Anexo II Manuscrito intitulado: Interaction of cellular prion protein and 

stress inducible protein 1 promotes neurite outgrowth and neuroprotection 

through distinct signaling pathways. 

 

Anexo III Manuscrito intitulado: Cellular prion is a vitronectin receptor 

supporting  axonal growth: redundancy mediated by integrins. 

 

Anexo IV Manuscrito intitulado: Cellular prion interaction with laminin 

mediates memory consolidation by PKA and MAPK. 
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PREFÁCIO 

 

 A partir do momento que se identificou um agente infeccioso protéico e 

desprovido de ácido nucléico, os prions (“proteinaceous infeccious particle”), 

instalou-se um grande alvoroço no meio científico. Até a descoberta dos prions, 

acreditava-se que doenças infecciosas só podiam ser causadas por 

microorganismos que contêm ácidos nucléicos (DNA ou RNA), como bactérias, 

vírus e protozoários. Assim, o advento prion rompeu o “Dogma Central da 

Biologia Molecular” e nos últimos anos a pesquisa sobre prions e doenças 

relacionadas encontra-se em evidência.  

 As encefalopatias espongiformes - doenças neurológicas que levam a 

demência, distúrbios motores e outras disfunções - são causadas por mudanças 

na conformação da proteína prion celular (PrPc) existente no cérebro, por 

mecanismos ainda desconhecidos. A forma modificada denominada de prion 

pode ser transmitida e, uma vez no cérebro, altera a proteína normal e forma 

agregados insolúveis. 

 Uma vez que, a presença de PrPc é absolutamente necessária para a 

ocorrência da doença, muitos grupos de pesquisa vêm tentando não só elucidar 

o mecanismo de conversão de PrPc para prions e a propagação da doença, mas 

também investigando as funções biológicas de PrPc. 

 Nosso grupo de pesquisa está entre aqueles que visam investigar os 

papéis biológicos para PrPc. Nesse sentido, ao longo dos últimos anos, nosso 

grupo vem caracterizando diferentes ligantes para PrPc e relacionando estas 

interações com fenômenos biológicos. 
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Assim, o presente trabalho relatará os principais resultados obtidos ao 

longo de quase cinco anos de estudo no laboratório especializado em pesquisa 

sobre a biologia de PrPc. 

Logo que me integrei ao grupo, o mesmo acabara de caracterizar um 

provável ligante de PrPc usando a hidropaticidade complementar. Assim, foi me 

atribuída a tarefa de comprovar, através de ensaios bioquímicos, a interação 

entre PrPc e seu ligante STI1, durante meu projeto de mestrado. No transcorrer 

deste projeto, resultados de suma importância foram obtidos e incluídos ao 

trabalho publicado pelo grupo intitulado “Stress inducible protein 1 is a cell 

surface ligand for cellular prion protein that triggers neuroprotection” (ZANATA et 

al. 2002 – Anexo I).  

 Aproximadamente dois anos depois, requisitei a mudança de nível e 

iniciei o projeto de doutorado, tendo como principal objetivo, avaliar a 

importância biológica da interação entre PrPc e STI1 em modelos de 

diferenciação neuronal e neuroproteção. Resultados obtidos durante esse 

projeto resultaram no manuscrito “Interaction of cellular prion protein and stress 

inducible protein 1 promotes neurite outgrowth and neuroprotection through 

distinct signaling pathways” (Lopes et al. manuscrito em Anexo – Anexo II). 

Concomitantemente ao meu projeto, participei de diferentes trabalhos que 

tinham como foco principal pesquisar a função de PrPc quando associado às 

proteínas da matriz extracelular, laminina e vitronectina.   

Um dos trabalhos aponta para o envolvimento de vitronectina e PrPc no 

crescimento axonal de neurônios sensoriais o qual está concluído no manuscrito 
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“Cellular prion is a vitronectin receptor supporting axonal growth: redundancy 

mediated by integrins” (Hajj et al. manuscrito em Anexo-Anexo III). 

 O outro estudo mostra a participação de PrPc e laminina no processo de 

consolidação da memória, descrito no manuscrito “Cellular prion interaction with 

laminin mediates memory consolidation by PKA and MAPK” (Coitinho et al. 

manuscrito em Anexo – Anexo IV). 

 No entanto, apresentaremos a seguir uma revisão de dados da literatura 

relevantes para o melhor esclarecimento e entendimento do presente trabalho. 

Primeiramente, introduziremos ao leitor prions e suas enfermidades (1.1), 

destacando os mecanismos de conversão propostos (1.2), as vias de 

disseminação (1.3), diagnóstico e tratamento da doença (1.4). Em seguida, 

ressaltaremos a biologia de PrPc (1.5) apresentando seus ligantes e suas 

funções biológicas (1.6, 1.7 e 1.8). 

Uma vez que, a maioria dos resultados gerados diretamente a partir do 

meu projeto, assim como aqueles dos quais participei mais indiretamente, 

encontram-se publicados ou já em forma de manuscrito para publicação 

decidimos anexá-los (Anexos I, II, II e IV) para facilitar a leitura da tese. Além 

disso, apresentaremos também alguns resultados relevantes para o contexto do 

estudo, que não se encontram em formato de manuscrito, obtidos em 

colaboração com outro membro do nosso grupo. A metodologia aplicada nesses 

experimentos e os dados propriamente ditos serão inseridos nos itens material e 

métodos (3) e resultados (4.5).  

 Por fim, a conexão entre PrPc e seus ligantes nos diversos modelos 

avaliados será abordada na forma de conclusões (5).  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 PRION E SUAS ENFERMIDADES 

 

1.1.1 A descoberta de prion 

 Ao longo de vários anos, diversos grupos de pesquisa se empenharam no 

isolamento e na caracterização do agente etiológico de um determinado grupo 

de doenças denominadas de encefalopatias espongiformes transmissíveis 

(TSEs).  

 A transmissibilidade de TSEs foi acidentalmente demonstrada em 1937. 

Na época, o tratamento contra um vírus comum foi realizado em uma população 

de ovelhas que foi inoculada com um extrato de cérebro tratado com formalina 

desconhecidamente derivado de um animal infectado com scrapie (doença 

neurodegenerativa que atinge ovelhas e cabras). Dois anos após, 

aproximadamente 10% do rebanho desenvolveu scrapie. Subsequentemente, o 

scrapie foi experimentalmente transmitido para ovelhas e camundongos 

(CUILLE et al. 1939; CHANDLER 1961). Em humanos, a propagação de kuru 

entre as tribos da Nova Guiné foi atribuída a hábitos canibais. Isto foi 

demonstrado em 1966 por um estudo pioneiro de GAJDUSEK e ZIGAS (1957) 

com a transmissão do kuru para macacos (GAJDUSEK et al. 1966). Seguiram-

se então observações da transmissão de Creutzfeldt Jakob disease (CJD) e 

Gerstmann-Straüssler-Scheinker (GSS) para animais (ver maiores detalhes no 

item1.2.2) (GIBBS Jr. et al. 1968; MASTERS et al. 1981). 
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 Devido ao longo período de incubação entre o tempo de exposição ao 

patógeno e o início dos sintomas, foi inicialmente proposto que o agente 

infeccioso se tratava de um vírus lento (CHO 1976). Investigações subsequentes 

entretanto, indicaram que o agente responsável por essas doenças era 

substancialmente diferente de vírus e outros agentes convencionais. ALPER et 

al. (1967) e colegas descreveram que o agente responsável por scrapie era 

extremamente resistente a tratamentos que normalmente destroem ácidos 

nucléicos como luz ultravioleta e radiação ionizante (ALPER et al. 1967). Estes 

resultados, juntamente com achados prévios destes autores que mostravam que 

era necessário uma massa molecular mínima para infectividade (2x105Da), 

excluíram vírus e qualquer outro tipo de agente infeccioso conhecido na época, 

levando a hipóteses alternativas (ALPER et al. 1966). Uma delas, era que o 

agente infeccioso poderia ser um virino - uma molécula informacional muito 

pequena encapsulada dentro de um envoltório protéico (KIMBERLIN 1982). O 

tamanho pequeno do ácido nucléico e o envoltório protéico vedado de um virino 

poderiam explicar a resistência destes aos procedimentos que normalmente 

destroem os ácidos nucléicos. Embora esta hipótese possa explicar muitas das 

observações experimentais, 30 anos de pesquisas não identificaram 

consistentemente ácidos nucléicos associados com a partícula infecciosa das 

TSEs (PRUSINER 1998). Em 1967, um artigo visionário de GRIFFITH (1967) 

introduziu, pela primeira vez, a possibilidade de que o material responsável pela 

transmissão da doença podesse ser uma proteína com a surpreendente 

capacidade de se “replicar” no organismo, sem o envolvimento de material 

genético. Isto lançou a hipótese denominada de “protein only” - do inglês 
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somente proteína, para a propagação das TSEs. Subsequentemente, 

PRUSINER alcunhou o termo prion (“proteinaceous infectious protein”) para 

salientar a natureza protéica das partículas infecciosas causadoras das TSEs. 

 O passo crucial no entendimento da natureza do novo agente infeccioso, 

foi o isolamento do material infeccioso (BOLTON et al. 1982) a partir de cérebros 

de animais infectados. O material purificado mostrou-se altamente insolúvel, 

com características típicas de amilóide (coloração pelo vermelho de Congo e 

PAS e birrefringência sob microscopia de luz polarizada). Posteriormente, foi 

extraído de cérebros de pacientes portadores de CJD, material semelhante- do 

ponto de vista bioquímico e microscópico (PRUSINER et al. 1983). 

 Agentes que modificam proteínas (como proteases, SDS, sais caotrópicos 

e fenol) foram capazes de inativar a infecção no material purificado, enquanto 

que agentes modificadores de ácidos núcléicos (nuclease e irradiação por luz 

ultravioleta) não apresentaram a mesma capacidade de inativação da infecção. 

Portanto, esses achados sugeriram fortemente a composição exclusivamente 

protéica do agente infeccioso envolvido com scrapie e com as demais doenças 

relacionadas (PRUSINER et al. 1983). 

 As partículas infecciosas purificadas foram utilizadas na produção de 

anticorpos e curiosamente os mesmos reconheceram uma proteína de 33-35kDa 

(kilodaltons), presente tanto em cérebro de animais normais como em animais 

infectados (OESCH et al. 1985; MEYER et al. 1986). Com a ajuda destes 

anticorpos foi possível isolar uma proteína constituinte do agente infeccioso. A 

análise química da extremidade amino-terminal desta proteína, permitiu a 

síntese de peptídeos, os quais foram utilizados como antígenos na produção de 
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anticorpos policlonais em coelhos (MEYER et al. 1986). Tais anticorpos reagiram 

com a mesma proteína de 33-35kDa (MEYER et al. 1986), sugerindo assim que 

a proteína presente nas partículas infecciosas do scrapie era um componente do 

cérebro de animais sadios, não infectados. 

 Curiosamente, em extratos purificados de cérebro de animais infectados, 

o anticorpo reconheceu uma proteína com peso molecular de 27-30kDa. 

Denominada de PrP27-30, decobriu-se mais tarde que essa forma era resultante 

do tratamento com proteases durante a purificação, posteriormente denominado 

de PrPres (Proteína prion resistente à proteólise limitada). A remoção, por 

proteólise parcial, dos primeiros 67 resíduos da extremidade amino-terminal da 

proteína extraída de cérebros de animais infectados por scrapie ou de pacientes 

com CJD ou GSS, reduz seu peso molecular de 33-35kDa para 27-30kDa 

(OESCH et al. 1985). Através da solubilização das partículas infecciosas, 

GABIZON et al. (1988), demonstraram que essa resistência à degradação por 

proteases não é uma consequência da formação das placas amilóides, mas sim 

uma característica intrínsica da proteína infecciosa. 

 O sequenciamento dos resíduos da porção amino-terminal de PrP27-30 

possibilitou a síntese de oligonucleotídeos degenerados e a clonagem de um 

gene, a partir de bibliotecas de cDNA de hamsters normais e infectados 

(BASLER et al. 1986). Esse fato comprovou que a partícula infecciosa é 

realmente codificada por um gene do hospedeiro, o qual se encontra no braço 

curto do cromossomo 20 do homem e no cromossomo 2 de camundongo 

(CHESEBRO et al. 1985; OESCH et al. 1985). A ordem cronológica das 
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principais descobertas na pesquisa sobre prions é encontrado na Figura 2 

(Adapatada de SOTO e CASTILLA 2004; AGUZZI e POLYMENIDOU 2004). 

 Diante desses achados, foi possível confirmar que a proteína presente 

nos agregados insolúveis de cérebros de animais ou pacientes infectados é 

formada a partir de uma proteína precursora expressa normalmente nas células. 

A isoforma infecciosa foi denominada de “Proteína Prion Scrapie” ou PrPsc e 

a isoforma celular normal foi denominada de “Proteína Prion Celular” ou PrPc.  

 PrPc e PrPsc possuem a mesma sequência de aminoácidos e diferem 

apenas em suas propriedades fisico-químicas (TURK et al. 1988). Enquanto o 

PrPc é solúvel e susceptível à ação de proteases, sua forma anormal, o PrPsc 

apresenta-se muito insolúvel e resistente à proteólise limitada (MEYER et al. 

1986). Estas propriedades de PrPsc favorecem a formação de agregados 

insolúveis que se depositam lenta e progressivamente em várias regiões do 

sistema nervoso, causando a morte celular. Estudos de espectroscopia foram 

capazes de revelar as estruturas secundárias dessas duas isoformas. Verificou-

se que o PrPc tem um perfil característico de proteínas em α−hélices, ao passo 

que o PrPsc possui muito mais estruturas β-pregueadas (PAN et al. 1993) 

(Figura 1). 
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Legenda: A, PrPc possui três regiões em α-hélices (verde) em sua estrutura: α-hélice A 
(resíduos 144-157), α-hélice B (resíduos 172-193) e α-hélice C (resíduos 200-227), e duas 
regiões em folha β-pregueada (azul) em sua estrutura nos resíduos 129-134 e 159-165. B, PrPsc 
mostra-se rica em folha β-pregueada (azul) e pobre em α-hélice (verde). 
 
Figura 1 - Desenho esquemático mostrando as diferenças nas estruturas terciárias  de 
PrPc e PrPsc.  
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1.1.2 Doenças priônicas 

 A proteína prion tem sido o centro de intensa pesquisa devido a sua 

implicação em Encefalopatias Espongiformes Transmissíveis (TSEs) que afetam 

tanto homens como animais (PRUSINER 1998). A Tabela 1 apresenta as 

principais doenças priônicas e sua etiologia  em homens e animais. 

 

Tabela 1 - Panorama de doenças priônicas de humanos e animais. 

Doenças Priônicas Hospedeiro 

natural 

Etiologia 

Scrapie Cabras e ovelhas  Infecção, natural: modo de transmissão obscuro 

BSE Gados  Infecção: Ingestão de alimento contaminado - scrapie  

“Chronic Wasting Disease”  Cervos e antílopes Infecção, natural: modo de transmissão obscuro 

“Transmissible Mink 

Encephalopathy” 

Martas Origem desconhecia 

“Feline Spongiform 

Encephalopaty” 

Felinos  Infecção: Ingestão de alimento contaminado-BSE  

kuru Humanos  Infecção: Ingestão, ritual canibalístico  

CJD esporádica (sCJD) Humanos  Desconhecida (mutação somática Prnp?) 

 

CJD familial (fCJD) Humanos  Familial (mutação Prnp linhagem germinativa) 

CJD iatrogênica (iCJD) Humanos  Infecção: Procedimento cirúrgico, hormônio  do 

crescimento 

CJD nova variante (vCJD) Humanos  Infecção: Ingestão de alimentos contaminados -BSE-

transfusão sanguínea  

GSS Humanos  Familial (mutação Prnp linhagem germinativa) 

Insônia Familial Fatal Humanos  Familial (mutação Prnp linhagem germinativa) 
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1.1.2.1 Doenças em animais 

1.1.2.1.1  Scrapie 

 A doença scrapie foi descrita há mais de 250 anos como uma doença 

neurodegenerativa que afeta cabras e ovelhas. Os animais acometidos por essa 

doença apresentam excitabilidade, coceira, ataxia e paralisia. Após o 

aparecimento dos sintomas, o curso da doença até a morte do animal é muito 

curto (NARANG 1987 e 1996). 

 O scrapie é incurável e fatal em 100% dos casos, assim como todas as 

demais doenças priônicas. As principais características histopatológicas 

encontradas no tecido nervoso do animal afetado por scrapie são: áreas com 

extensa formação de vacúolos, gliose, intensa perda de células neuronais e 

ainda depósitos amilóides (WELLS e WILESMITH 1995). 

 

1.1.2.1.2 Encefalopatia Espongiforme Bovina (BSE) 

 A BSE, também conhecida como “doença da vaca louca”, é uma doença 

neurodegenerativa causada por prions que, afeta o gado bovino. A epidemia de 

BSE surgiu em meados da década de 80 sendo causada provavelmente pela 

contaminação por scrapie da ração usada na alimentação do gado, a qual era 

preparada a partir de víceras de carneiros, ovelhas, gado, porcos e galinhas. No 

final da década de 70, uma modificação no preparo da ração, resultou na não 

eliminação das partículas de prion que eram então ingeridas pelo gado 

(WILESMITH et al. 1991). Deste fato resultou uma epidemia de BSE na 

Inglaterra na década de 80, com aproximadamente 400.000 animais acometidos 

(WELLS e WILESMITH 1995). 
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 Posteriormente, alguns estudos confirmaram a infeccção do gado por via 

oral, através da transmissão de BSE para camundongos e também para o gado 

bovino pela alimentação (PRUSINER 1991).  

 As alterações histopatológicas observadas na BSE são semelhantes às 

do scrapie e estão restritas ao sistema nervoso central. Observa-se 

vacuolização da substância cinzenta e do neuropilo e perda neuronal. A 

formação de placas amilóides não é característica dessa doença, sendo os 

acúmulos de prion detectados através de imunohistoqímica (WELLS e 

WILESMITH 1995). 

 

1.1.2.1.3 Demais doenças em animais  

 Além de scrapie, que atinge cabras e ovelhas e BSE que afeta bovinos, 

doenças semelhantes são causadas por prions em outras espécies de animais,  

como no visão (Encefalopatia Transmissível do Visão), nos cervos e antílopes 

selvagens (“Chronic Wasting disease”), em gatos domésticos e grandes felinos 

(“Transmissible Feline Encephalopaty”) e em martas em cativeiro 

(“Transmissible Mink Encephalopaty”). 

 Gatos domésticos e grandes felinos em cativeiro são afetados por 

doenças priônicas decorrentes de alimentação com carcaças de animais 

contaminados, enquanto martas, antílopes e cervos são acometidos por 

encefalopatias de origem desconhecida, sendo que estas doenças têm 

ocorrência natural na população, assim como o scrapie (SIGURDSON e MILLER 

2003). 
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1.1.2.2 Doenças em humanos 

1.1.2.2.1 Kuru 

 As TSEs possuem caráter adquirido, esporádico ou hereditário. Entre as 

doenças priônicas humanas adquiridas a primeira a ser descrita foi o kuru. 

 O kuru é uma doença neurológica que, na década de 50, atingiu nativos 

do grupo linguístico Fore e também algumas tribos vizinhas, na Papua Nova 

Guiné. Várias evidências indicam que o kuru se disseminou nessas tribos devido 

a prática de rituais canibalísticos, principalmente por mulheres e crianças, que 

consumíam as vísceras e o cérebro de seus parentes mortos (GAJDUSEK e 

ZIGAS 1957; MATHEWS et al. 1968). A não identificação de mutações 

relacionadas com essa doença leva a crer que, provavelmente, a origem dessa 

epidemia esteja na ingestão de vísceras de algum portador de CJD, durante a 

prática canibal (GAJDUSEK 1977). 

 O curso clínico da doença é rápido (de 3 a 6 meses após o aparecimento 

dos primeiros sintomas), caracterizando-se por ataxia progressiva acompanhada 

de tremores no corpo todo (o significado da palavra “kuru” no dialeto Fore é 

tremer), agressividade, perda de locomoção e de controle musculare. 

 Os aspectos histopatológicos do kuru mostram-se como alterações 

espongiformes, astrogliose e deposição de placas amilóides na maioria dos 

casos, principalmente no cerebelo e no sistema extra-piramidal (GAJDUSEK e 

ZIGAS 1957; KLATZO et al. 1959). 

 Uma redução na incidência do kuru só ocorreu quando, por voltta da 

década de 60,  o canibalismo foi extinto nessas tribos  (PRUSINER 1993). 

 



Marilene H. Lopes 

Envolvimento da proteína prion celular e seus ligantes nos mecanismos de plasticidade neuronal e neuroproteção 

 

12 

1.1.2.2.2 Doença de Creutzfeldt-Jakob (CJD) 

O kuru só foi associado à outras doenças neurodegenerativas, como CJD 

e GSS, quando as últimas mostraram seu caráter infeccioso. 

 A doença de Creutzfeldt-Jakob (CJD), assim denominada pois os 

primeiros casos desta enfermidade foram decritos por CREUTZFELDT em 1920 

e por JAKOB em 1921. Esta pode possuir aspecto esporádico, adquirido ou 

hereditário, sendo a última forma responsável por aproximadamente 15% dos 

casos (MASTERS et al. 1981).  

 CJD afeta igualmente homens e mulheres com idade média de 60 anos. 

Os sintomas mais comuns são desordens visuais, perda de memória e 

movimentos mioclônicos. Uma em cada 1 milhão de pessoas por ano é 

diagnosticada com CJD, sendo que 80% dos pacientes morrem cerca de 12 

meses após o aparecimento dos primeiros sintomas, enquanto que os demais 

exibem um longo curso clínico (RICHARDSON e MASTERS 1995). 

 As alterações histopatológicas no cérebro de pacientes portadores de 

CJD são: morte neuronal, gliose e alterações espongiformes (MASTERS e 

RICHARDSON 1978). Depósitos de amilóide são encontrados em menos de 

10% dos casos (LANTOS et al. 1992).  

 As formas adquiridas de CJD caracterizam-se pela transmissão 

iatrogênica, que inclui transplante de córnea, administração de hormônio de 

crescimento retirado da glândula pituitária de cadáveres de indivíduos 

portadores desta doença, transplante de dura-mater, administração de  

gonadotrofinas provenientes de extratos de hipófise humana e esterilização 

imprópria de eletrodos e materiais cirúrgicos (LANG et al. 1998; CROES et al. 
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2001). Os casos de CJD iatrôgenica (iCJD) foram relatados no mundo todo 

(COLLINGE et al. 1991) inclusive no Brasil (CABOCLO et al. 2002). Mais 

recentemente, foi sugerida a possibilidade da transmissão de CJD por 

transfusão de sangue ou hemoderivados (PEDEN et al. 2004; LLEWELYN et al. 

2004). 

 Na CJD hereditária ou familial (fCJD), a mutação mais frequente (60%) no 

gene que codifica para PrPc ocorre no códon 200 e está associada à forma mais 

típica da doença (BROWN 1992; GOLDFARB et al. 1994). Mutações em outros 

códons também podem ocorrer (Tabela 2). 

 Uma nova variante de CJD (vCJD) foi relatada em indíviduos do Reino 

Unido e da França em 1996. Provavelmente esses indivíduos desenvolveram a 

doença por ingestão de carne derivada de gado infectado com BSE. O grupo de 

COLLINGE et al. em 1996, demonstrou que as moléculas infecciosas 

provenientes desses pacientes tinham características bioquímicas, no que se 

refere à glicosilação da molécula, semelhantes àquelas causadoras de BSE. De 

fato, evidências de transmissão de BSE para humanos através de modelos 

experimentais em animais confirmaram a transmissão de CJD por via oral 

(PRUSINER et al. 1985; BONS et al. 1999; SCOTT et al. 1999; ASANTE et al. 

2002b; HERZOG et al. 2004). 

 A forma mais comum entre as TSEs de humanos, com uma incidência de 

um a dois casos por ano em 1 milhão de indivíduos, é a forma esporádica ou 

espontânea de CJD (sCJD), assim chamada por acreditar-se em conversões 

expontâneas da proteína prion celular para a forma infecciosa, pois nesses 

casos não foi possível associá-la a mutação genética, exposição ao agente 
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infeccioso ou a qualquer outro fator de risco conhecido (WILL 2003). Foi 

sugerido que uma mutação somática no gene que codifica PrPc (Prnp) pudesse 

gerar um acúmulo de PrPsc mas ainda não existem dados experimentais que 

apoiem essa hipótese. 

 

1.1.2.2.3 Doença de Gerstmann-Sträussler-Scheinker (GSS) 

 GSS é uma doença rara do sistema nervoso, autossômica dominante, 

caracterizada principalmente por anormalidades motoras e intelectuais. Foi 

descrita pela primeira vez em uma família de Viena, por GERSTMANN, em 1928 

e GHETTI et al. em 1995. Sintomas como ataxia cerebelar, tremores severos, 

dificuldades de locomoção, distúrbios da fala, irritabilidade, comportamento 

descontrolado e redução da capacidade intelectual são comuns nos indivíduos 

portadores de GSS. Deposição de placas amilóides de PrPsc em determinadas 

regiões do cérebro de pacientes é um achado constante em GSS (KITAMOTO et 

al. 1993). Em alguns casos também se encontra degeneração espongiforme no 

sistema nervoso central. 

 Assim como para CJD hereditária, foram identificadas várias mutações 

Prnp associadas a GSS (Tabela 2). 

 

1.1.2.2.4 Insônia Familial Fatal (FFI) 

 Descrita pela primeira vez em 1986 por LUGARESI et al. A FFI manifesta-

se em média aos 48 anos de idade e causa distúrbios do sono, do sistema 

endócrino e motor. A FFI está associada a uma mutação no códon 178 de Prnp, 

que leva a substituição de um aminoácido de ácido aspártico para asparagina. 
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Essa mesma mutação já havia sido detectada anteriormente em pacientes com 

CJD, entretanto, as diferentes manifestações clínicas parecem estar associadas 

a um polimorfismo no códon 129: a presença do resíduo de valina nessa posição 

determina o fenótipo de CJD, enquanto que a presença do resíduo de metionina 

ocorre nos pacientes com FFI (MEDORI et al. 1992). Outra mutação no resíduo 

200 de Prnp, que leva a substituição de um aminoácido de glutamina para lisina 

também está associada a FFI. 

 

1.1.2.2.5 Doenças psiquiátricas 

 A manifestação de alguns sintomas psiquiátricos nas doenças causadas 

por prions, levantaram a possibilidade de que mutações em Prnp também 

podem estar relacionadas na etiologia de doenças psiquiátricas. De fato, 

SAMAIA et al. (1997), identificaram uma variante alélica no códon 171 no gene 

de PrPc em indivíduos pertencentes a uma família com alta incidência de 

doença esquizoafetiva ou esquizofrênica, demonstrando, pela primeira vez, a 

associação desse tipo de doença com PrPc. 

 

1.1.2.2.6 Epilepsias  

 Recentemente, WALZ et al. (2003) e WALZ et al. (2004) demonstraram 

uma alta frequência da variante alélica de PrPc (Asn171Ser) em epilepsias do 

lobo temporal mesial relacionadas a esclerose hipocampal e a mal-formações do 

desenvolvimento cortical. 
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Tabela 2 - Principais modificações em PrPc (mutações e inserções) associadas 
à doenças. 
 
 

Códons Mudanças em PrPc Doenças associadas Referências 

51-90 Inserção de 48 a 216 pb CJD/GSS Goldfarb et al. 1993)  

102 Pro/Leu GSS (Doh-ura et al. 1989) 

105 Pro/Leu GSS (Yamada et al. 1993) 

117 Ala/Val GSS (Doh-ura et al. 1989) 

131 Gly/Val GSS (Panegyres et al. 2001) 

145 Tyr/STOP GSS (Ghetti et al. 1996) 

171 Asn/Ser Esquizofrenia (Samaia et al. 1997) 

178 Asp/Asn FFI/CJD (Medori et al. 1992) 

180 Val/Ile CJD (Kitamoto et al. 1993) 

183 Thr/Ala CJD (Nitrini et al. 1997) 

187 His/Arg GSS (Cervenakova et al. 1999) 

188 Thr/Lys Demência (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/FFI (Inoue et al. 1994) 

202 Asp/Asn GSS (Piccardo et al. 1998) 

208 Arg/His CJD (Mastrianni et al. 1996) 

210 Val/Ile 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. 1992) 

232 Met/Arg CJD (Kitamoto et al. 1993) 

Fonte: CASTRO (2004)
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1.2 MECANISMO DE CONVERSÃO DE PrPc PARA PrPsc 

 

 O mecanismo patogênico das TSEs envolve a conversão de PrPc na 

forma patogênica, que é insolúvel em detergentes não-iônicos e parcialmente 

resistente à proteases. A participação de PrPc é absolutamente necessária para 

a infecção, uma vez que animais deficientes para o gene de PrPc são totalmente 

resistentes à infecção (BUELER et al. 1992). O evento central na conversão de 

PrPc para PrPsc é a mudança conformacional da estrutura predominantemente 

alfa-helicoidal de PrPc para a uma estrutura rica em folhas beta (PRUSINER 

1998). 

 Existem duas hipóteses para a conversão conformacional de PrPc em 

PrPsc. A primeira delas denominada modelo de molde assistido, postula que a 

interação entre PrPsc (introduzido exógenamente) e PrPc (endógeno) induz a 

conversão de PrPc em PrPsc. Para isso uma outra proteína, denominada de 

proteína X, auxiliaria na formação de um estado intermediário entre PrPc e 

PrPsc. Uma alta barreira de energia pode prevenir a conversão expontânea de 

PrPc em PrPsc (Figura 3A) (AGUZZI e POLYMENIDOU 2004). 

 A segunda, denominada de modelo de polimerização de nucleação, 

propõem que PrPc e PrPsc estão em um equilíbrio termodinâmico reversível. 

PrPsc monoméricos podem ser recrutados e eventualmente agregar-se 

formando placas semelhantes a amilóides. A fragmentação de agregados de 

PrPsc aumenta o número de núcleos de agredados, que podem recrutar outros 

PrPsc e assim resultar em uma replicação exponencial do agente (Figura 3B) 

(COME et al. 1993). 
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 Para testar estas hipóteses, é necessário conhecer as características 

estruturais de ambas as proteínas PrPc e PrPsc. A estrutura de PrPc tem sido 

intensivamente estudada com métodos de alta resolução, como cristalografia e 

ressonância magnética nuclear (NMR) (WUTHRICH e RIEK 2001). Em estudos 

de NMR RIEK et al. (1996) resolveram a estrutura de PrPc de camundongo 

recombinante (23-231) e mostraram que o segmento polipeptídico amino-

terminal (23-120) é flexível e desordenado e a região carboxi-terminal possui 

uma estrutura globular (alfa-hélice e folha β). Já a determinação da estrutura de 

PrPsc torna-se prejudicada devido a insolubilidade dos agregados (CAUGHEY 

1991; CAUGHEY et al. 2001). 
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Legenda: A, no modelo de molde assistido, a principal estapa é a formação de um estado 
intermediário de PrPc (PrP i) quando interagido, por exemplo, com uma chaperonina molecular  
(proteina X). Este intermediário pode interagir com PrPsc (monomérico ou oligomérico), o qual 
atua como um molde para sua conversão; B, já no modelo de polimerização em nucleação, 
PrPsc é um pequeno oligômero que age como uma semente recrutando, convertendo e 
estabilizando PrPc para a forma infecciosa. 
 
Figura 3 - Modelos para conversão de PrPc em PrPsc.  
 

 Um dos principais problemas que intrigam a biologia de PrPc é a 

dificuldade de gerar o agente infeccioso in vitro. 

 PrPsc isolado de cérebros de animais infectados induz a conversão de 

PrPc em uma isoforma resistente a proteases, denominada PrPres, que pode 

ser produzida em cultura celular e em sistema livre de células (KIRBY et al. 

2003). 

PrPc PrPs

c 

+ 

B- Modelo de polimerização em nucleação 

A- Modelo de molde assistido 

+

PrPc Proteína X PrPi PrPsc 
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 Um novo sistema de conversão in vitro tem sido desenvolvido para 

converter grandes quantidades de PrPc em PrPres usando pequenas 

quantidades de PrPsc. Este sistema chamado de  “Protein misfolding cyclic 

amplification” (PMCA), consiste na quebra de grandes agregados PrPsc 

formando pequenas unidades, que podem agir como unidades infecciosas e 

converter PrPc de homogenatos de cérebro normais em PrPsc (KIRBY et al. 

2003).  

Recentemente, foi demontrado que fibrilas montadas a partir de fragmentos 

de proteína prion recombinante (residuos 89-230) foram capazes de induzir TSE 

quando injetadas em camundongos transgênicos que superexpressam a mesma 

sequência de PrP (89-230) (LEGNAME et al. 2004).  

Embora inúmeros estudos tenham estabelecido a conversão de PrPc em 

PrPsc como o evento patogênico central da doença priônica a participação de 

outros fatores celulares na conversão de PrPc é ainda desconhecida. 

SUPATTAPONE et al. (2001), DELEAULT et al. (2003) e KIRBY et al. 

(2003) demonstraram que moléculas específicas de RNA codificadas pelo 

hospedeiro estimulam a amplificação de PrPres in vitro. Este dado fornece 

evidências que outros fatores, como RNA, podem ter um papel na patogênese 

das doenças de prion.  

Especula-se ainda que chaperoninas possam regular a transição 

confomacional de PrPc para PrPsc (DEBBURMAN et al. 1997; ZAHN 1999). 
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1.3 VIAS DE DISSEMINAÇÃO DA DOENÇA E NEUROINVASÃO 

 

 Sabe-se que o agente infeccioso pode converter PrPc no sistema nervoso 

central, mas em algumas formas da doença os prions “replicam-se” e acumulam-

se primeiramente em tecido linfóide (AGUZZI et al. 2003). O agente infeccioso 

ingerido oralmente pode ser absorvido pelo intestino e encontrar a corrente 

sanguínea, na qual é transportado para os órgãos linfóides, neste tecido ocorre 

a primeira etapa de “replicação” e acumulação de prions antes que estes sejam 

transportados para o cérebro através dos nervos periféricos. Esta via tem sido 

proposta baseada em estudos de infectividade de vários órgãos (AGUZZI et al. 

2003; KIMBERLIN e WALKER 1989). Além disso, estudos recentes usando 

técnicas de perfusão e depleção capilar em animais injetados com PrPsc 

purificado sugeriram que prions podem alcançar o cérebro diretamente, através 

da transposição da barreira hemato-encefálica (BANKS et al. 2004). 

Considerando as rotas pelo qual o agente infeccioso alcança o cérebro, parece 

claro que prions podem estar associados com vários tecidos periféricos e fluidos 

biológicos (Figura 4).  
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Cérebro 

Sistema Linfóide 
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Apêndice 

Tonsilas  
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Sítios de transporte de prion 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Desenho esquemático adaptado de SOTO (2004). 
 
Legenda : Prions ingeridos oralmente podem ser absorvidos no intestino, principalmete nas 
placas de Peyer, e transportados para os fluidos linfóide e sanguíneo. Após a etapa de 
“replicação” periférica no baço, apêndice, tonsilas ou outros tecidos linfóides, os prions podem 
ser transportados para o cérebro principalmente pelos nervos periféricos. Penetração direta 
cruzando a barreira hemato encefálica é também possível. 
 
Figura 4 - Tecidos humanos e fluidos corpóreos envolvidos na propagação e 
transporte de prion.  
 

 

1.4 DIAGNÓSTICO E TERAPIA 

 

 Até o presente momento não existe um diagnóstico pré-mortem preciso 

para TSEs. Em humanos o diagnóstico é baseado em exames clínicos. O 

diagnóstico definitivo pode somente ser feito pós-mortem por análises 

histológicas de cérebro observando as mudanças espongiformes, astrogliose e 
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placas amilóides (embora essas placas não sejam consistentemente 

semelhantes em todas TSEs). Embora a biópsia cerebral tenha sido usada para 

estabelecer um diagnóstico definivo, seu alto custo e invasividade são fatores 

determinantes para que os pacientes se recusem a realizar o exame ou que 

estes sejam questionados eticamente. Além disso, a biópsia cerebral gera 

resultados falso-negativos, nos casos em que a amostra tecidual não representa 

a área do cérebro infectada. 

 O diagnóstico clínico para sCJD é baseado em uma combinação de sinais 

clínicos como: demência multi-focal progressiva, mioclonia, sinais cerebelares e 

visuais juntamente com um eletroencefalograma (EEG) com complexos (1-

2ciclos/segundo) periódicos característicos. Um importante aspecto para 

diagnosticar sCJD, e distinguí-la de doença de Alzheimer e outras demências, é 

a rápida progressão de sintomas clínicos e o curto período da doença, que é 

frequentemente menor que dois anos. Técnicas de imagem, como ressonância 

magnética são usadas geralmente para excluir outras enfermidades (COLLINS 

et al. 2000; INGROSSO et al. 2002; BRATOSIEWICZ et al. 1999).  

 A manifestação clínica de fCJD é muito similar à sCJD. Para estabeler o 

diagnóstico de fCJD é realizado uma triagem genética para mutações em Prnp 

precedida de um acompanhamento na história familial (BRATOSIEWICZ et al. 

1999). vCJD inicialmente aparece como uma desordem neuropsiquiátrica 

progressiva que é caracterizada por sintomas de ansiedade, depressão e ilusão. 

Esta é combinada com ataxia, mioclonia e demencia. vCJD é diferenciada de 

sCJD pela duração da doença (frequentemente mais que 6 meses) e análise de 

EEG (vCJD não apresenta o padrão atípico que é observado em sCJD) 
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(COULTHARD et al. 1999). Além disso, como muitos casos de vCJD têm 

mostrado positividade para o teste de coloração para PrPres em tecido linfóide 

(tonsilas e apêndice), uma biópsia pode ajudar no diagnóstico (SOTO 2004). 

 Já GSS é uma doença hereditária de padrão dominante com 100% de 

penetrância caracterizada por demência, ataxia, convulsões e um longo período 

de incubação (cinco a oito anos) (BOELLAARD et al. 1999; GHETTI et al. 1995). 

O diagnóstico é estabelecido por exames clínicos e triagem genética para 

mutações em Prnp. FFI também é uma doença hereditária dominante ligada a 

mutações em Prnp. Entretanto, o principal sinal clínico associado com FFI é a 

insônia, que é seguida por mioclonia, alucinação, ataxia e demência (CORTELLI 

et al. 1999). 

 No momento ainda não há disponível terapia para doenças priônicas, 

embora abordagens promissoras tenham sido exploradas. Diversas substâncias 

parecem possuir propriedades de cura para prion in vitro,  incluindo Vermelho 

Congo (CAUGHEY e RACE 1992), anfoterecina B, antraciclinas (TAGLIAVINI et 

al. 1997), poliânions sulfatados (CAUGHEY e RAYMOND 1993), porfirinas 

(PRIOLA et al. 1999), poliaminas (SUPATTAPONE et al. 2001), peptídeos 

(SOTO et al. 2000), curcumina (CAUGHEY et al. 2003) e mais recentemente 

pequenas moléculas de RNA de interferência (DAUDE et al. 2003). No entanto, 

nenhum destes componentes tem provado eficácia efetiva em testes in vivo. 
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1.5 BIOLOGIA DE PrPc 

 

1.5.1 Do gene à proteína prion celular 

O gene que codifica PrPc (denominado de Prnp) contém 3 exons em 

camundongos e ratos (cromossomo 2) e dois exons em humanos (cromossomo 

20), sendo que no terceiro e no segundo exons respectivamente, está contida 

toda a fase aberta de leitura da proteína, sendo assim, Prnp não sofre “splicing” 

alternativo. Uma vez codificada, a proteína apresenta aproximadamente 250 

aminoácidos (27kDa), com um peptídeo sinalizador na extremidade amino-

terminal que é clivado no retículo endoplasmático durante a biossíntese de PrPc. 

Um peptídeo hidrofóbico na porção carboxi-terminal também é removido durante 

a adição de uma âncora de GPI (glicosil-fosfatidil-inositol). Além disso, outras 

modificações pós-traducionais ocorrem na molécula como: adição de 

oligossacarídeos N-ligados em regiões consenso (asparaginas nas posições 180 

e 196) e formação de uma ponte dissulfeto intramolecular entre os resíduos de 

cisteína 179 e 214 (Figura 5). 
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Legenda : O exon 3 localizado no cromossomo 2 de camundongo contém toda a fase aberta de 
leitura que produz um transcrito de 2,1Kb que codifica para uma proteína de aproximadamente 
27kDa.  CHO são sítios de glicosilação nos resíduos 180 e 196. Ponte dissulfeto (S-S) formada 
nos resíduos (179 e 214). PS, peptídeo sinal (22 aminoácidos) e GPI, glicosil fosfatidil inositol. 
 
Figura 5 - Esquema representativo da estrutrura gênica de PrPc murino.  
 

 

1.5.2 Expressão e distribuição celular de PrPc 

PrPc é constitutivamente expresso em diferentes tecidos de animais 

adultos (BASLER et al. 1986) e suas concentrações são altamente reguladas 

durante o desenvolvimento e pelo fator de crescimento de nervos (NGF) 

(MANSON et al. 1992; GRANER et al. 2000a). Nosso grupo também 

demonstrou que a atividade do promotor de PrPc é altamente dependente da 

estrutura da cromatina (CABRAL et al. 2002).  

 A expressão do mRNA de PrPc parece ser variável durante as fases do 

desenvolvimento embrionário como mostrado por vários trabalhos realizados 

através de hibridização in situ (MCKINLEY et al. 1987; MOBLEY et al. 1988; 

MANSON et al. 1992; HARRIS et al. 1993). No camundongo o RNA mensageiro 

de PrPc pode ser detectado no tubo neural a partir do décimo terceiro dia de 
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vida uterina, aumentando de quantidade após o nascimento. Também foi 

encontrado nas células de Purkinje, no hipocampo, na medula espinhal, em 

gânglios periféricos e nervos (MCKINLEY et al. 1987). 

Publicações recentes, no entanto, apontam uma atividade do promotor de 

PrPc a partir do dia 12,5 no cérebro e medula (ASANTE et al. 2002a), além 

disso, encontrou-se expressão do mRNA de PrPc a partir de E9, 5 em cérebro e 

medula espinhal (MIELE et al. 2003). Após o nascimento a expressão da 

proteína aumenta até um pico de expressão no dia 14 pós-natal. Dependendo 

da região do cérebro, estes níveis se mantêm ou diminuem no animal adulto; no 

bulbo olfatório e no hipocampo a expressão é mantida alta, enquanto que no 

córtex esta diminui (SALES et al. 2002). A expressão também é diferencial de 

acordo com o tipo neuronal, enquanto neurônios gabaérgicos expressam 

grandes quantidades de PrPc, neurônios dopaminérgicos não expressam 

praticamente nada. Esta regulação parece ocorrer ao nível pós-transcricional, já 

que o RNA mensageiro aparece bastante abundante na maioria dos neurônios 

(FORD et al. 2002a). No animal adulto, além do cérebro, PrPc foi visto em 

nervos periféricos, gânglios simpáticos e células componentes do sistema 

imune, como células dendríticas (FORD et al. 2002b). 

Em relação a localização subcelular, a proteína foi vista em membranas 

celulares pré-sinápticas (HERMS et al. 1999), em axônios em crescimento 

(SALES et al. 2002) e no citosol de alguns tipos neuronais (MIRONOV et al. 

2003). 

 A internação de PrPc da membrana plasmática ocorre constitutivamente 

em cultura celular e na grande maioria das vezes a proteína recicla e retorna 
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para a membrana plasmática sem ser degradada (SHYNG et al. 1993). Este 

processo é relacionado com a disponibilidade da proteína na superfície celular e 

envolve vias de internação que podem ser críticas para a função fisiológica de 

PrPc. Desta forma, o tráfego e a localização específica de PrPc podem oferecer 

condições favoráveis para interação com outros ligantes e/ou com PrPsc 

propiciando a conversão em moléculas infecciosas. 

 O tráfego de PrPc parece ser um evento celular complexo e pode 

envolver mais que um mecanismo de internação como cavéola e vesículas 

encapadas por clatrina (Figura 6) (PRADO et al. 2004). Experimentos iniciais 

mostraram a presença de PrPc em organelas endocíticas (SHYNG et al. 1993) e 

um possível envolvimento de vesículas encapadas por clatrina  (SHYNG et al. 

1994). Entretanto, PETERS et al. (2003) afirmaram que a internação de PrPc se 

dá por cavéola. Além disso, foi mostrado que o cobre é capaz de estimular a 

endocitose de PrPc de aves e de mamíferos (LEE et al. 2001; PERERA e 

HOOPER 2001; BROWN e HARRIS  2003). Foi sugerido ainda que a ligação de 

cobre a PrPc (item1.71) poderia alterar a conformação do mesmo de tal maneira 

que aumentaria a sua afinidade por um possível receptor (PAULY e HARRIS  

1998). 

 É importante ressaltar que algumas mutações em Prnp, relacionadas às 

doenças priônicas, são capazes de alterar o tráfego e/ou a localização da 

proteína. Foi proposto que a mutação do resíduo de alanina 117 para valina, que 

ocorre em GSS, pudesse estimular a produção de uma molécula 

transmembrânica de PrPc e que essa biogênese anormal seria um componente 

chave para a neurodegeneração (HEGDE et al. 1998). As substituições dos 
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resíduos de PrPc (E200K e D178N) relacionadas com as doenças de CJD e FFI 

causam anomalias na distribuição de PrPc (NEGRO et al. 2001). Outras 

mutações, que introduzem um novo códon de terminação produzindo PrPc 

truncado, resultam na translocação da proteína para o núcleo (LORENZ et al. 

2002). Assim, o enovelamento errôneo, bem como o desvio da trajetória normal 

tomada por PrPc mutantes pode ser um fator importante para a patogênese, 

sugerindo mais uma vez que o tráfego de PrPc está intimamente relacionado 

com a sua função fisiológica. 

PrPc se mostra presente em domínios especializados de membrana 

plasmática ricos em esfingolipídios e colesterol denominados de “rafts”. Dados 

recentes indicam que a região N-terminal de PrPc (resíduos 23-90) atua como 

um sítio determinante da localização de PrPc em “rafts”  (WALMSLEY et al. 

2003). Nestes domínios grande parte de proteínas ancoradas via GPI 

encontram-se acumuladas e podem sofrer um mecanismo de internação 

semelhante a cavéola (MADORE et al. 1999). 

Dados recentes do nosso grupo mostram que a molécula de PrPc trafega 

através de complexo de Golgi, membrana plasmática e endossomos de 

reciclagem precoces. Além disso, a dinamina, uma GTPase envolvida na 

excisão de vesículas endocíticas, participa nos passos iniciais da internação de 

PrPc (MAGALHÃES et al. 2002). 

 No que se refere a conversão de PrPc em PrPsc, alguns estudos 

propõem diferentes compartimentos celulares envolvidos no processo. Foi 

demonstrado que o transporte retrógrado de PrPc para o retículo 

endoplasmático estimula a formação de PrPsc nas células infectadas por prion 
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(BERANGER et al. 2002), dando suporte aos estudos anteriores que  sugerem 

que a conversão de PrPc para PrPsc dá-se após a internação de PrPc nos 

compartimentos intracelulares (MCKINLEY et al. 1991; ARNOLD et al. 1995). 

Por outro lado, foi proposto que a conversão de PrPc para PrPsc pode ocorrer 

na membrana plasmática dentro dos “rafts”, onde normalmente as moléculas de 

PrPc estão agrupadas (KANEKO et al. 1997). Além disso, BARON et al. (2002) 

mostraram que a conversão de PrPc para PrPsc pode ocorrer em um sistema 

livre de células, contendo somente uma preparação de domínios de membrana 

ricos em colesterol e uma fração microssomal. O fator essencial para que ocorra 

a conversão nesse sistema é que o inóculo de PrPsc esteja contido em uma 

membrana contígua àquela de PrPc. Interessantemente, foi mostrado que PrPc 

pode ser transferido de uma célula para outra, nas condições em que a proteína 

quinase C esteja ativada e que as células doadoras e receptoras estejam em 

contato físico (LIU et al. 2002). Assim, o mecanismo de conversão parece 

ocorrer tanto em compartimentos intracelulares como na membrana plasmática.   
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Fonte: Adaptada do site www.chemsoc.org/.../ 2002/jones_apr02_box.gif) 
 
Legenda: Em condições normais, PrPc é sintetizado no ret ículo endoplasmático e sofre 
modificações pós-traducionais no lúmen deste (1). Após a síntese, a proteína é endereçada para 
a membrana plasmática atravessando o complexo de Golgi (2). Quando em contato ou não com 
um ligante (3) PrPc é internado podendo trafegar através do Golgi, endossomos iniciais e de 
reciclagem e ainda podendo ser encaminhado para degradação em lisossomos (4). Em 
condições anormais, é sugerido que PrPc, quando em contato com PrPsc em compartimentos 
intracelulares (5) ou na superfície celular (6), seja convertido em PrPsc. Devido a sua 
insolubilidade, PrPsc torna-se resistente à degradação e seu acúmulo acarreta em morte celular. 
O pontilhado azul separa as condições normais e anormais no diagrama acima.  
 
Figura 6 - Tráfego de PrPc e PrPsc.  
 

 

1.6 CAMUNDONGOS DEFICIENTES DE Prnp 

 

 Várias abordagens foram conduzidas para a geração de animais 

transgênicos onde o gene de PrPc foi removido, na tentativa de gerar modelos 

para o estudo não só da patogênese e transmissão das doenças priônicas, mas 

também para esclarecer a importância biológica de PrPc. 



Marilene H. Lopes 

Envolvimento da proteína prion celular e seus ligantes nos mecanismos de plasticidade neuronal e neuroproteção 

 

32 

 Todas as cepas de animais deficientes para Prnp apresentaram-se 

completamente resistentes à infecção por prions, confirmando que PrPc é 

absolutamente necessário para o processo de infecção (BUELER et al. 1992; 

MANSON et al. 1994; MALLUCCI et al. 2002 e 2003). 

 Entretanto, no que se referem às funções fisiológicas de PrPc, os 

resultados mostrados por esses animais ainda são contraditórios. 

 O grupo do Prof. Charles Weissmann, gerou a primeira linhagem de 

camundongos, denominada de Zurich-I ou Prnp0/0, na qual somente a região 

codificadora de Prnp (resíduos 4-187) foi substituída por um marcador de 

seleção (neomicina) (BUELER et al. 1992). A segunda linhagem de 

camundongos deficientes para Prnp, designada Edinburgh Prnp-/-, foi gerada por 

MANSON et al. (1994) empregando a estratégia de inserir um marcador de 

seleção (neomicina) em um único sítio Kpn I contido na fase aberta de leitura de 

Prnp, interrompendo a região codificadora de Prnp. 

 Os animais Zurich-I Prnp0/0, não apresentaram nenhuma anormalidade 

severa (BUELER et al. 1993). Entretanto, outros grupos mostraram que estes 

camundongos (MOORE et al. 1999) possuíam uma diminuição da LTP ("long 

term potenciation") no hipocampo e uma alteração no ritmo circadiano (TOBLER 

et al. 1996).  

Nosso grupo descreveu que animais Zurich-I Prnp0/0 (BUELER et al. 1992)  

são mais sensíveis a drogas convulsivantes (WALZ et al. 2002) e possuem 

atividade locomotora alterada (ROESLER et al. 1999). Além disso, descrevemos 

que a consolidação das memórias de curta e longa duração apresenta-se 
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prejudicadas em animais Prnp0/0 idosos, quando comparadas com animais tipo 

selvagem da mesma idade (COITINHO et al. 2003). 

KUWAHARA et al. (1999) mostraram uma morte celular exacerbada em 

linhagens neuronais imortalizadas obtidas a partir de animais deficientes para 

Prnp. Contrariamente, um outro estudo mostra que culturas primárias neuronais 

provenientes de animais Zurich-I Prnp0/0 são mais resistentes a apoptose 

induzida por estaurosporina devido a diminuição de atividade e expressão de 

caspase 3, p53 e aumento de expressão de Mdm-2 (PAITEL et al. 2004). 

 Outras três cepas de camundongos deficientes para PrPc foram geradas  

(Prnp-/- Nagazaki, Rcm0 e Prnp-/-Zurich II) com extensas deleções na seqüência 

que flanqueia a região codificadora de Prnp. 

No camundongo Prnp-/- Nagazaki, não só a região codificadora de Prnp, 

mas também 0,9 kb do intron 2 a 5’ da região não codificadora, e 0,45 kb da 

região 3’ não codificadora de Prnp foram deletadas e substituídas por um 

marcador de seleção (neomicina) (SAKAGUSHI et al. 1996). Nos camundongos 

Prnp-/-Zurich II e Rcm0 a região codificadora de Prnp e a seqüência que 

flanqueia a última foram substituídas por uma seqüência loxP e um cassete 

HPRT (Fosforribosiltransferase hipoxantina) respectivamente (SILVERMAN et al. 

2000 e ROSSI et al. 2000). Contrariamente, aos camundongos produzidos por 

BUELER e MANSON, aqueles com extensivas deleções em Prnp (Prnp-/- 

Nagazaki, Rcm0 e Prnp-/-Zurich II) desenvolveram distúrbios motores (ataxia) e 

diminuição acentuada da camada de células de Purkinje no cerebelo 

(SAKAGUCHI et al. 1996; MOORE et al. 1999; MONTRASIO et al. 2001). Este 
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fenótipo foi atribuído originalmente à ausência de PrPc, porque a introdução de 

um Prnp transgênico abolia a neurodegeneração nesses animais.  

A discrepância de fenótipos entre diferentes animais deficientes para Prnp 

foi posteriormente solucionada, quando WESTAWAY et al. (MOORE et al. 1999) 

sequenciaram a região a jusante de Prnp. Neste domínio, foi descoberta a 

seqüência codificadora de uma proteína com homologia a PrPc denominada de 

Doppel (Dpl) (“downstream of the Prnp locus”). Dpl é uma proteína N-glicosilada, 

ancorada via GPI, normalmente expressa em diferentes tecidos, mas não em 

cérebro pós-natal (SILVERMAN et al. 2000). Sua função fisiológica ainda é 

desconhecida, mas sua ausência causa esterilidade em camundongos machos 

(BEHRENS et al. 2002). Nas linhagens de camundongos deficientes para Prnp 

que desenvolvem ataxia, um “splicing” intergênico faz com que o gene de Dpl 

fique sob controle do promotor de Prnp, provavelmente devido à deleção de uma 

seqüência do intron 2 de Prnp que inclui seu sítio aceptor de “splincing”, levando 

a expressão de altas concentrações de Dpl no cérebro (MOORE et al. 1999). 

 O início da ataxia e perda de células de Purkinje dependem diretamente 

do aumento de Dpl no sistema nervoso central de camundongos deficientes para 

PrPc, assim a neurodegeneração nesses animais é resultado de uma atividade 

neurotóxica de Dpl (MOORE et al. 2001; ROSSI et al. 2001). Para estabelecer o 

papel de Dpl no fenótipo neurodegenerativo em camundongos com extensivas 

deleções de Prnp, o grupo de Adriano Aguzzi interrompeu o gene de Dpl em 

camundongos Zurich II. Esses animais deletados duplamente para Dlp e Prnp 

não desenvolveram ataxia, confirmando que este fenótipo é causado por Dpl e 

não pela retirada de PrPc (GENOUD et al. 2004). Entretanto, o mecanismo 
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molecular pelo qual a superexpressão de Dpl no cérebro induz a degeneração 

cerebelar continua sob investigação.  

 Em 2002, COLLINGE et al. gerou uma linhagem de camundongos duplo 

transgênicos usando o sistema de Cre/LoxP, a fim de examinar os efeitos da 

depleção pós-natal de PrPc na sobrevivência neuronal e função no cérebro 

adulto (MALLUCCI et al. 2002). Cre, uma recombinase de bacteriófago (SAUER 

2002) sob controle do promotor de neurofilamento H, medeia a deleção de PrPc 

apenas em neurônios de animais transgênicos (Cre/LoxP) após 9 semanas de 

idade. Esses animais permaneceram saudáveis sem evidências de 

neurodegeneração ou outras mudanças histopatológicas por mais de 15 meses 

após a recombinação. Entretanto, em uma avaliação neurofisiológica os animais 

mostraram uma redução significante de potenciais de hiperpolarização tardia em 

células CA1 do hipocampo, sugerindo um papel direto para PrPc na modulação 

de excitabilidade neuronal. O mesmo grupo demonstrou que esses animais, 

“knockout” condicionais para Prnp neuronal, quando infectados por prion, 

apresentaram reversão da espongiose, da perda neuronal e da progressão 

clínica da doença. Assim, esses resultados sugerem que a propagação de PrPsc 

não neuronal não é neurotóxica, mas sim patogênica (MALLUCCI et al. 2002 e 

2003).  

Juntos esses resultados sugerem que o fenótipo apresentado pelos 

animais deletados para Prnp não é totalmente normal, mas que algo mais 

grosseiro possa ser evitado por mecanismos compensatórios causados por 

proteínas redundantes a PrPc (BUELER et al. 1992).  
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1.7 PrPc: FUNÇÕES BIOLÓGICAS E SEUS LIGANTES  

 

1.7.1 Ligantes de PrPc descritos 

 Como PrPc é extremamente conservado evolutivamente (GABRIEL et al. 

1992), sugere-se que tenha função celular importante. Atualmente, muitos 

grupos de pesquisa vêm trabalhando com diferentes modelos com a finalidade 

de entender a função biológica de PrPc. Por exemplo, foi proposto que o 

receptor de laminina de 66kDa interaja com PrPc e participe da sua internação 

(GAUCZYNSKI et al. 2001). Recentemente, foi mostrado que este receptor é 

requerido para a propagação de PrPsc em células neuronais infectadas com 

scrapie (LEUCHT et al. 2003). PrPc interage também com plasminogênio e 

modula sua atividade (ELLIS et al. 2002).  

Além disso, é sabido que PrPc associa-se a íons cobre na região dos 

aminoácidos 51-89, onde há cinco repetições de um domínio de oito 

aminoácidos (“octarepeats”), sendo esta ligação importante na estabilização 

estrutural da molécula (MIURA et al. 1996; BROWN et al. 1997a). Recentemente 

foi mostrado que a capacidade de ligação a cobre radiotivamente marcado na 

membrana celular era diretamente dependente da concentração de PrPc 

(RACHIDI et al. 2003).  

O cobre é um elemento importante para várias enzimas envolvidas com a 

proteção contra estresse oxidativo e, de fato, foi observado que PrPc possui 

uma atividade semelhante a da enzima superóxido dismutase (BROWN e 

BESINGER 1998). Foi mostrado também que PrPc participa na modulação da 

ativação de plasminogênio tecidual de maneira dependente de íons cobre 
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(ELLIS et al. 2002). Além disso, células de animais deficientes para PrPc são 

mais sensíveis a radicais livres que células normais (BROWN et al. 1997b e 

2002). Esta observação complementada pelo fato de que a reintrodução do gene 

de PrPc reverte o fenótipo de sensibilidade (VASSALLO e HERMS 2003), 

sugerem que PrPc faça parte de um sistema de proteção contra o estresse 

oxidativo. Este, no entanto, é um ponto controverso e recentemente foi visto que 

animais deficientes para PrPc ou que super-expressam PrPc não possuem 

nenhuma alteração na atividade de SOD (HUTTER et al. 2003).  

Além destas já descritas aqui, inúmeras moléculas foram identificadas 

como sendo ligantes ou receptores de PrPc, tais como Aplp1, Nrf2 (YEHIELY et 

al. 1997), glicosaminoglicanas (GONZALEZ-IGLESIAS et al. 2002), N-CAM 

(SCHMITT-ULMS et al. 2001), distroglicana (KESHET et al. 2000), heparina, 

heparan sulfato (WARNER et al. 2002) entre outras (LEE et al. 2003).  

Além disso, PrPc recombinante interage especificamente com sequências 

de ácido nucléico (DNA) que convertem a isoforma celular para conformação 

rica em folhas β-pregueadas (CORDEIRO et al. 2001). Contudo, a maioria 

dessas interações não trouxe novas informações em relação à função celular de 

PrPc, devido à falta de demonstração de um evento fisiológico associado. 

Existem evidências que sugerem que PrPc poderia ser uma molécula de 

sinalização. Por exemplo, MOUILLET-RICHARD et al. (2000) mostraram que 

PrPc pode sinalizar ativando Fyn quinase em uma linhagem celular capaz de se 

diferenciar em neurônio. Outras moléculas importantes para os processos de 

sinalização neuronal, tais como, sinapsina Ib e Grb2, foram identificadas como 

ligantes de PrPc (SPIELHAUPTER e SCHATZL 2001). PrPc bovino também é 
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capaz de interagir fortemente com a subunidade catalítica de proteína caseína 

kinase, aumentando a atividade de fosfotransferase desta enzima (MEGGIO et 

al. 2000).  

Recentemente, foi descrito o envolvimento de PrPc no estímulo de vias 

de sinalização de Fyn quinase, fosfatidil-inositol-3 quinase (PI3K), proteína 

quinase dependente de cAMP (PKA) e proteína quinase ativada por mitógenos 

(MAPK), em cultura de células granulares do cerebelo, o que resultou em 

crescimento neurítico (CHEN S et al. 2003). 

 

1.7.2 PrPc como ligante de proteínas de matriz extracelular  

1.7.2.1 Laminina 

 Algumas interações demonstradas pelo nosso grupo foram de 

fundamental importância no conhecimento sobre o papel fisiológico de PrPc. 

Uma delas é a interação específica e de alta afinidade entre PrPc e 

laminina (Ln) (GRANER et al. 2000a e b). 

Nosso grupo, além de mostrar a alta especificidade e afinidade entre PrPc 

e laminina, mostrou que o complexo PrPc-Ln medeia neuritogênese, tanto em 

células PC-12 quanto em células de cultura primária de hipocampo de ratos e 

camundongos (GRANER et al. 2000a e b). O sítio de ligação de Ln ao PrPc é o 

decapeptídeo (RNIAEIIKDI) situado na região carboxi-terminal da cadeia γ1 de 

Ln (GRANER et al. 2000a e b) e o domínio de PrPc onde Ln se liga compreende 

os aminoácidos 173-183 (COITINHO et al. 2003, Anexo 4 ).  

Laminina é a principal proteína não colagênica da matriz extracelular e é 

importante para um grande número de processos biológicos, como por exemplo 
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embriogênese, formação de tecidos, fenômenos imunológicos entre outros. 

Laminina é constituída de três cadeias, α, β  e γ, que se arranjam em forma em 

cruz, com os braços mais longos de cada cadeia formando uma hélice (BECK et 

al. 1990). Até o presente momento foram descritos 5 tipos diferentes de cadeias 

α, três de cadeia β e 3 de cadeia γ o que possibilita a formação de 45 potenciais 

tipos diferentes desta molécula, até hoje apenas 15 tipos já foram demonstrados 

in vitro e in vivo (COLOGNATO e YURCHENCO 2000). No hipocampo, a forma 

predominante é laminina 10, composta por α5β1γ1  (INDYK et al. 2003).  

Durante o desenvolvimento, do sistema nervoso periférico, há expressão 

proeminente de várias de cadeias de Ln no trajeto a ser seguido pelos axônios 

em crescimento, sendo a cadeia γ1 presente em todos os momentos (LENTZ et 

al. 1997). Em gânglios da raiz dorsal adultos há uma alta expressão da 

subunidade γ1 (LE BEAU et al. 1994), que aumenta após lesões (LE BEAU et al. 

1995).   

O papel desta proteína no sistema nervoso é extremamente vasto e muito 

bem documentado (LUCKENBILL-EDDS 1997). A sobrevivência neuronal 

(CHEN e STRICKLAND 1997; CHEN e STRICKLAND 2003; CHEN et al. 2003) e 

o crescimento neurítico são promovidos por laminina e podem ser vistos tanto 

em neurônios centrais quanto em periféricos (MANTHORPE et al. 1983; LIESI et 

al. 2001). 

Os principais receptores celulares para laminina são as integrinas, sendo 

várias as combinações de sub-unidades capazes da ligação em laminina como 

por exemplo, α1β1 ?(TOMASELLI et al. 1990), α3β? (GEHLSEN et al. 1992; 

TASHIRO et al. 1999; SHANG et al. 2001), α6β1 ?(SONNENBERG et al. 1991), 
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αVβ3 ?(SASAKI e TIMPL 2001). Além disso, a maioria dos trabalhos mapeia o 

domínio de ligação a integrinas na subunidade α de laminina, porém este não 

incluí o peptídeo RGD, conhecido por ser responsável pela ligação de 

fibronectina ou vitronectina às integrinas.  Por outro lado também foi descrita a 

ligação de αvβ3 ou α5β1 na cadeia γ1 da laminina (PONCE et al. 2001).  

No braço longo da cadeia γ1 também há um domínio ativo que participa 

na indução de crescimento de neuritos, na migração neuronal e na regeneração 

do sistema nervoso (LIESI et al. 2001; LIEBKIND et al. 2003; WIKSTEN et al. 

2003). Este é o domínio de laminina responsável pela ligação a PrPc, como 

demonstrado nos trabalhos do grupo (GRANER et al. 2000a e b). 

 

1.7.2.2 Vitronectina 

 Diante dos dados anteriores do grupo, que demonstram a interação de 

PrPc com Ln (GRANER et al. 2000a e b), decidimos investigar se a interação de 

PrPc com outra proteína de matriz extracelular, vitronectina (Vn) também 

poderia exercer algum papel biológico no sistema nervoso. Estes resultados 

fazem parte da tese e serão relatados no item resultados (4.4-Anexo 4) 

 Vn é uma glicoproteína abundante no sangue em diversos tecidos, que 

está envolvida em vários processos biológicos tais como adesão celular, 

mecanismo de defesa humoral e invasão celular (PREISSNER 1991). 

 VN foi purificada a partir de soro em 1967, por HOLMES, e denominada 

“serum-spreading factor” por ser capaz de provocar adesão celular, de modo 

semelhante à fibronectina (PREISSNER 1991). Com o desenvolvimento de 

anticorpos específicos tornou-se possível verificar a presença de Vn em músculo 



Marilene H. Lopes 

Envolvimento da proteína prion celular e seus ligantes nos mecanismos de plasticidade neuronal e neuroproteção 

 

41 

esquelético, rins, tecido conjuntivo e membranas fetais (HAYMAN et al. 1983). A 

maior parte da Vn encontrada no plasma é proveniente do fígado, mas células 

do músculo liso arterial e gliobastomas também são capazes de produzí-la e 

secretá-la. Foi detectada sua presença também em plaquetas, macrófagos 

(PREISSNER 1991) e células do sistema nervoso, como astrócitos e neurônios, 

principalmente células de Purkinje (MARTINEZ-MORALES et al. 1995; 

SEIFFERT 1997; MARTINEZ-MORALES et al. 1997; WALKER e MCGEER 

1998). Também foi descrita em áreas de fibrose e necrose em vários tecidos, 

incluindo doenças do sistema nervoso (SEIFFERT 1997). 

A fase aberta de leitura do gene de Vn codifica para uma proteína de 459 

aminoácidos e peso molecular aparente de 75 kDa. Um peptídeo sinal de 19 

aminoácidos sinaliza a secreção de Vn para o meio extracelular e três sítios 

consenso são sinais de glicosilação, sendo que os açúcares podem contribuir 

com cerca de 30% da massa da proteína. A vitronectina humana possui cerca 

de 80% de homologia com coelho e camundongo (SCHVARTZ et al. 1999). A 

molécula inteira de Vn nunca foi cristalizada e sua estrutura secundária foi 

proposta recentemente por XU et al. (2001).  

Há duas formas de Vn presentes no sangue: uma única cadeia 

polipeptídica de 75 kDa, e outra de duas cadeias de 65 e 10kDa interligadas  por 

uma ponte dissulfeto (Cys274-Cys453). A forma predominante de Vn na circulação 

é a forma monomérica. A proteína em sua forma nativa praticamente não 

apresenta sulfidrilas livres, enquanto a forma desnaturada apresenta duas, de 

modo que a desnaturação aumenta a tendência de formação de pontes 

dissulfeto entre moléculas e, conseqüente oligomerização. Acredita-se que esta 
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seja a forma da proteína preferencialmente encontrada na matriz extracelular 

(PREISSNER 1991; ZHUANG et al. 1996a e b). 

Assim como a fibronectina, Vn possui múltiplos sítios ativos: um sítio de 

ligação a integrinas, um sítio de ligação a glicosaminoglicanos e um sítio de 

ligação ao complexo trombina-antitrombina (SUZUKI et al. 1985; RUOSLAHTI e 

PIERSCHBACHER 1987).  

A primeira função biológica atribuída à Vn foi sua capacidade de provocar 

adesão celular, configurando-se na principal proteína de adesão presente no 

soro, sendo capaz de substituí-lo no papel de indutor da adesão (HAYMAN et al. 

1983). Esta propriedade advém tanto da ligação com heparina quanto da 

interação do domínio RGD com integrinas. As integrinas ligam-se às proteínas 

de matriz e formam “clusteres” na membrana celular, o que leva à interação com 

proteínas de citoesqueleto e ao mesmo tempo dispara cascatas de sinalização 

intracelulares. A ligação de uma proteína de matriz a diferentes integrinas 

depende do tipo e do ambiente celular e faz com que diferentes cascatas de 

sinalização possam emergir a partir da ligação de uma molécula , levando a 

célula a processos metabólicos distintos. Por outro lado, uma mesma integrina 

pode ligar-se a mais de uma proteína de matriz, resultando em perda de 

especificidade e redundância (HYNES 1992; GIANCOTTI e RUOSLAHTI 1999; 

HYNES 2002).  

No que diz respeito à sua ligação com integrinas, Vn é capaz de promover 

o espraiamento celular de maneira dependente de αvβ3 e mediada pela via de 

MAPK (ROBERTS et al. 2003).  
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Apesar de suas importantes funções no organismo, camundongos 

deficientes do gene da Vn possuem fenótipo normal, não apresentando nenhum 

distúrbio de crescimento ou fertilidade. A teoria mais aceita é de que este fato 

seria devido à redundância na ligação com integrinas, que na ausência de Vn 

poderiam estar sendo ativadas por outras proteínas de matriz (ZHENG et al. 

1995).  

São de particular interesse as propriedades neurotróficas da Vn. A 

aderência celular e a expansão de neuritos foi observada tanto em linhagem 

celular (GRABHAM et al. 1992) quanto em culturas primárias de células 

nervosas de retina (MARTINEZ-MORALES et al. 1995), tubo neural 

(MARTINEZ-MORALES et al. 1997) e células de Purkinje do cerebelo (WALKER 

e MCGEER 1998). 

 

1.7.3 STI1 (“Stress inducible protein 1) 

A importância da internação de PrPc para o processo infeccioso levou a 

sugerir a existência de uma proteína receptora/ligante de PrPc que fosse 

responsável por sua internação, por possível transdução de sinal e ainda, pela 

entrada do agente PrPsc e que participasse na infecção celular (SHYNG et al. 

1995). 

Assim, na tentativa de caracterizar um receptor para PrPc, nosso grupo 

baseou-se em alguns dados da literatura. Sabe-se que o peptídeo 106-126 do 

PrPc humano é capaz de reproduzir em culturas de células, alguns efeitos do 

PrPsc, sendo neurotóxico e formando agregados insolúveis com características 

de material amilóide (FORLONI et al. 1993). Um peptídeo menor, 
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correspondente aos resíduos 106-114, também de PrPc humano, não se 

mostrou neurotóxico (FORLONI et al. 1993). SHYNG et al. (1994) através da 

construção de proteínas mutantes, demonstraram que a seqüência 117-135 do 

PrPc de galinha é necessária para a endocitose dessa proteína através de 

vesículas de clatrina. Essa seqüência corresponde aos resíduos 105-122 do 

PrPc humano. Deve-se enfatizar também que este peptídeo está contido em 

uma região altamente conservada entre a proteína prion celular de várias 

espécies (GABRIEL et al. 1992). 

De posse destes dados, especulamos que a base para essa 

neurotoxicidade seletiva residia no fato do peptídeo 106-126 conter o sítio de 

ligação ao possível receptor celular capaz de internalizar PrPsc e induzir sinais 

tóxicos. Assim, fundamentados na teoria da hidropaticidade complementar, 

(BRENTANI 1988; BLALOCK 1990) que propõe que peptídeos codificados por 

fitas complementares do DNA são capazes de interagir entre si, deduzimos uma 

sequência teórica de um peptídeo - HVATKAPHHGPCRSSA - a partir da 

seqüência de nucleotídeos complementares àquela que codifica o peptídeo 114-

129 do PrPc humano. De acordo com a teoria da hidropaticidade complementar, 

o peptídeo deduzido deve apresentar a mesma conformação do sítio de ligação 

de uma proteína receptora do PrPc e do PrPsc. Esse peptídeo foi sintetizado e 

utilizado na imunização de camundongos. O anticorpo contra esse peptídeo 

reconhece, em “immuno-blotting” de preparações de membrana plasmática 

purificada de cérebro de camundongos, uma proteína de 66kDa que liga PrPc. 

Experimentos de imunofluorescência e de microscopia confocal, realizados em 

culturas primárias de neurônio, mostraram que o soro anti-peptídeo 
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complementar reconhece um antígeno na membrana celular. Além desses 

resultados esse mesmo soro e o peptídeo complementar, usado na sua 

produção, são capazes de bloquear ex vivo, os efeitos neurotóxicos mediados 

pelo peptídeo 106-126 (MARTINS et al. 1997). 

 Portanto, nossos achados sugeriam fortemente a existência de um 

receptor/ligante para prion que poderia ser responsável não só pela internação 

dessas proteínas, como também deveria mediar alguma resposta celular ao se 

associar à PrPc (MARTINS et al. 1997).  

Através de uma combinação de experimentos bioquímicos conseguimos 

identificar e caracterizar a proteína denominada STI1 ("stress inducible protein 

1") como o receptor/ligante de PrPc (detalhes no Anexo II- ZANATA et al. 2002). 

STI1 ou Hop (“Hsp70/Hsp90 Organizing protein”) é uma co-chaperonina 

capaz de se associar diretamente com proteínas de choque térmico de 70 e 90 

kDa (SMITH et al. 1993; SCHUMACHER et al. 1994; CHANG et al. 1997). 

Chaperoninas moleculares são uma família de proteínas que auxiliam na 

conformação estrutural de outras proteínas em condições fisiológicas ou de 

estresse. A principal família de chaperoninas moleculares são as proteínas de 

choque térmico (Hsps) que são classificadas de acordo com sua massa 

molecular em kDa. Recentemente, inúmeras evidências mostram o envolvimento 

de co-chaperoninas na regulação de chaperoninas, particularmente Hsp70 e 90.  

STI1 foi primeiramente identificada em Saccharomyces cerevisiae durante 

um estudo genético que visava identificar fatores que induzissem a expressão 

gênica de proteínas de choque térmico (NICOLET e CRAIG 1989). 
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Homólogos de STI1 têm sido identificados em humanos, camundongos, 

insetos, leveduras, plantas, parasitas e vírus (HONORE et al. 1992; JOSHI et al. 

1993; HERNANDEZ et al. 1995; BLATCH et al. 1997; WEBB et al. 1997; 

DEMAND et al. 1998; ADAMS et al. 2000; CARLTON et al. 2002; WOOD et al. 

2002; ZHANG et al. 2003). O genoma  humano contém uma cópia do gene que 

codifica STI1 no cromossomo 11q13.1 e este contém 14 exons. 

Interessantemente, o gene de STI1 é flanqueado por genes que codificam 

Hsp40 e vários genes relacionados a câncer (Figura 7). Já no genoma murino o 

gene que codifica STI1 está localizado no cromossomo 19 contendo também 14 

exons. O transcrito de STI1 humano, assim como o murino, contém 

aproximadamente 2,079 pares de bases que codificam para uma seqüência de 

543 aminoácidos resultando em peso molecular aparente de kDa (Figura 7). 

Estruturalmente, homólogos da proteína STI1 são definidos pela presença 

de motivos de tetratricopeptídeos repetidos (TPR). O então chamado motivo 

TPR, é uma sequência de 34 aminoácidos degenerados, presentes em um 

grande número de proteínas. O domínio TPR é capaz de formar um módulo 

estrutural que direciona interações entre proteínas, e tem sido adaptado para 

diferentes funções de interações protéicas (BLATCH e LASSLE 1999). Proteínas 

que contém motivos TPR participam do controle do ciclo celular, transcrição, 

auxiliam na conformação protéica, transporte e translocação, transdução de 

sinal, metabolismo de glicose, liberação de neurotransmissor e “splicing” de RNA 

(SIKORSKI et al. 1990; GOEBL e YANAGIDA 1991; DAS et al. 1998; BLATCH e 

LASSLE 1999). 
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Estudos de modelagem e cristalografia revelam que a STI1 humana 

contém 9 motivos TPR arranjados em três domínios, os quais tem sido 

denominados de TPR1, TPR2A e TPR2B, sendo que cada um compreende três 

motivos TPR (SCHEUFLER et al. 2000; VAN DER SPUY et al. 2000). A 

cristalização da extremidade N-terminal de TPR1 e o domínio central de TPR2A 

complexado à Hsp70 e Hsp90 tem sido resolvida (SCHEUFLER et al. 2000), 

entretanto, a estrutura  do TPR2B ainda não foi elucidada (Figura 7). 

STI1 participa da maturação de receptores do hormônio esteróide e dados 

recentes indicam que STI1 não apenas liga Hsp70 e Hsp90, mas também 

modula a atividade dessas chaperoninas (GROSS e HESSEFORT 1996; 

OWENS-GRILLO et al. 1996; CHANG et al. 1997; WEGELE et al. 2003). 

Além disso, STI1 está envolvida em inúmeros complexos independentes 

de Hsp 90 (Tabela 3). 

A distribuição subcelular de STI1 é predominantemente citoplasmática. 

Entretanto uma pequena fração nuclear tem sido observada, implicando a 

existência de um processo de importação de STI1 para o núcleo (LASSLE et al. 

1997; LONGSHAW et al. 2004). 
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Legenda: O gene de Hop está localizado no cromossomo 11q13.1 e é flanqueado pelos genes 
LRP16, URP2, MGC1134, DNAJC4, VEGFB e FKBP2.  O gene de STI1 contém 14 exons (1-14-
barras verticais) separados por introns (barras horizontais). O fragmento de cDNA (2079pb) 
codifica para uma proteína de 543 aminoácidos (aa), que consiste de 3 motivos TPR (TPR1, 
TPR2A e TPR2B) e um sinal de localização nuclear (NLS). As extremidades N-terminal (NH2) e 
C-terminal (COOH) estão indicadas.  
 
Figura 7 - Estrutura gênica de Hop humana.  
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Tabela 3 - Complexos multiprotéicos contendo Hop. 
 

Processo 
celular 

Complexo 
protéico 

Localização Função Referências 

Transcrição Complexo HSF1 
(“heat shock 

transcription factor) 

Núcleo Oligomerização 
de HSF1 

(Bharadwaj et al. 
1999) 

 Coativador OCA -
S/GAPDH 

Núcleo Maquinaria 
transcricional 
Histona H2B 

(Zheng et al. 
2003) 

Conformação 
proteíca 

Complexo Gcn2 Citoplasma Maturação e 
regulação da 

proteína quinase 
Gcn2 

(Donze e Picard 
1999) 

 Complexo Hsp104 Citoplasma Resolubilização 
de agregados 

protéicos 

(Glover e 
Lindquist 1998) 
(Abbas-Terki et 

al. 2001) 
 Complexo de 

chaperoninas 
CDC37 

Citoplasma Conformação de 
proteína quinases 

(Abbas-Terki et 
al. 2002) 

 Complexo Harc Citoplasma Conformação de 
proteína quinases 

(Scholz et al. 
2001) 

Conformação 
proteíca e 

translocação 

Complexos com 
proteína prion 

Citoplasma e 
membrana 
plasmática 

Recrutando e 
curando prions 

(Kryndushkin et 
al. 2002) e 

(Martins et al. 
1997;Zanata et 

al. 2002) 
Replicação 

viral 
Complexo 

transcriptase 
reversa do vírus da 

hepatite B 

Citoplasma e 
núcleo 

Ativação da 
transcriptase 

reversa do vírus 
da hepatite B 

(Wang et al. 
2002) 

Transdução 
de sinal 

Complexo 
EcR/USP 

Citoplasma e 
núcleo 

Ativação de 
receptores 

“ecdysone” (EcR) 
e RXR(USP) de 

Drosófila 

 
(Arbeitman e 

Hogness 2000) 

Divisão celular 20S complexo 
ciclossomal 

Núcleo Destruição de 
ciclina mitótica e 

separação de 
cromátides irmãs 
durante a mitose 

 
(Yamashita et al. 

1996) 

 

Interessantemente, modelos de estudo em leveduras abaixo descritos, 

apontam para a participação de chaperonina e co-chaperonina (Hsp104 e STI1 

respectivamente) na cura de prion de levedura. Indiretamente, STI1 pode 

participar do mecanismo de conversão de PrPc para PrPsc. Várias evidências 
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indicam que a conversão de  PrPc para PrPsc seja mediada por chaperoninas 

(WELCH e GAMBETTI 1998).  

Existem várias proteínas de levedura (Saccharomyces cerevisiae) que 

podem sofrer conversão estrutural semelhante à proteína prion. A mais estudada 

das proteínas prion de levedura é o fator de terminação de tradução (Sup35), o 

qual está relacionado ao determinante [PSI+] (BRADLEY et al. 2002). Este é a 

isoforma infecciosa de Sup35 que se propaga por recrutamento da isoforma 

solúvel de Sup35 formando um agregado de maneira análoga a prions de 

mamíferos (MASISON 2000). O estado de “prion-like” de Sup35 é caracterizado 

por sua agregação, formação de fibras amilóide e parcial inativação, que culmina 

na formação do fenótipo supressor [PSI+] (PATINO et al. 1996). 

As chaperoninas moleculares, Hsp104, Hsp60 e GroEL (chaperonina 

bacteriana homóloga a Hsp60 eucariótica) têm sido implicadas em participar de 

transições conformacionais de PrPc para sua isoforma resistente a proteases em 

levedura (EDENHOFER et al. 1996; JIN et al. 2000; STOCKEL e HARTL 2001). 

Interessantemente, a superexpressão de STI1 de levedura e chaperoninas 

podem interferir com a propagação e manifestação de prion de levedura [PSI+] 

(KRYNDUSHKIN et al. 2002). Além disso, Hsp104, a mais importante  

chaperonina  de levedura, é estritamente requerida para a propagação de [PSI+] 

e foi identificada como um ligante se STI1 de levedura (ABBAS-TERKI et al. 

2001). Assim, estes dados derivados de experimentos em levedura sugerem um 

importante papel para chaperoninas e co-chaperoninas, neste caso STI1, na 

propagação de prion.  
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 Diante desses dados, podemos notar que várias evidências sugerem que 

STI1 não é simplesmente um adaptador para Hsp70 e Hsp90, pois sua interação 

com diferentes complexos protéicos revela que essa molécula pode participar de 

distintos fenômenos biológicos. No entanto, ainda é necessário muita pesquisa 

para que possamos entender a (s) função (ões) molecular (es) e celular (es) de 

STI1. 

 

1.8 PLASTICIDADE NEURONAL E MEMÓRIA 

 

 Como já descrito anteriormente, alterações na proteína PrPc levam ao 

surgimento de muitas doenças neurodegenerativas. Além disso, seus ligantes de 

matriz extracelular, Ln e Vn, também exercem grande impacto sobre o tecido 

nervoso. Desta forma, os neurônios constituem um modelo de estudo muito 

interessante e apropriado para observar o papel biológico da interação entre 

PrPc e seus ligantes. Entretanto, como há vários tipos neuronais distintos, a 

relação entre estas moléculas e os eventos desencadeados por elas podem 

variar com o tipo neuronal estudado.  

 Os neurônios são a unidade básica do sistema nervoso e podem ser 

classificados de diversas maneiras diferentes, mas todas seguem a mesma 

arquitetura básica, com quatro regiões morfologicamente definidas: o corpo 

celular, os dendritos, o axônio e os terminais pré-sinápticos. O corpo celular é o 

centro metabólico da célula, onde se localiza o núcleo e o retículo 

endoplasmático. Este pode emitir dois tipos de prolongamentos: os dendritos e 

um axônio. Os dendritos, processos mais curtos que os axônios, ramificam-se 
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muito e são a principal via para o neurônio receber os estímulos enviados por 

outras células. Já o axônio, apresenta-se como uma protrusão longa e delgada 

do corpo celular com pouca ou nenhuma arborização e é responsável por 

conduzir os sinais elétricos para outras células. Próximo à sua extremidade, o 

axônio divide-se em ramificações menores que fazem o contato com outro 

neurônio, esta região é denominada de sinapse. Os sinais são transmitidos à 

outra célula pelos terminais das ramificações do axônio, que são denominados 

terminais pré-sinápticos  (KANDEL et al. 2000).  

 O principal método de classificação dos neurônios leva em conta o 

número e forma dos processos que a célula emite. De acordo com este critério, 

os neurônios podem se classificados em unipolar, bipolar e multipolar. Os 

neurônios unipolares são os mais simples e possuem somente um processo 

principal que se divide, sendo uma ramificação responsável por emitir e a outra 

por receber os impulsos elétricos. Este tipo de neurônio está presente em 

invertebrados e em vertebrados encontra-se no sistema nervoso autônomo.  

 Os neurônios bipolares possuem dois processos, um dendrito e um 

axônio, e representam a maioria das células sensoriais. Os neurônios 

mecanoreceptores transmitem sensações como toque, pressão e dor para a 

medula espinhal, são de um tipo denominado pseudo-unipolar. O corpo celular 

fica localizado nos gânglios da raiz dorsal e se desenvolve inicialmente como um 

neurônio bi-polar, mas durante o desenvolvimento os dois processos fundem-se 

para formar um só axônio saindo do corpo celular. Este axônio, depois se 

ramifica em duas partes, a primeira vai para a periferia (pele e juntas) e recebe 
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informações desses locais, a segunda segue para a medula espinhal 

transmitindo os impulsos recebidos.  

 Os neurônios multipolares são a maioria no sistema nervoso de 

vertebrados, possuem um axônio e muitos dendritos que surgem do corpo 

celular. Eles variam muito na forma, comprimento do axônio e número de 

dendritos, que normalmente varia com o número de conexões sinápticas do 

neurônio. As células piramidais do hipocampo e as células de Purkinje no 

cerebelo são bons exemplos de células multipolares (KANDEL et al. 2000). 

 Durante o desenvolvimento, neurônios tornam-se organizados em redes 

funcionais através do crescimento de axônios e dendritos, coletivamente 

denominados de neuritos. Eles conectam-se uns com os outros por sinapses 

que são críticas para a comunicação entre as células. 

 Os axônios possuem maneiras de se auto -orientarem e encontrarem o 

alvo apropriado durante o desenvolvimento. Exitem três tipos de processos 

envolvidos na orientação e direcionamento do crescimento axonal: 

• os axônios em crescimento interagem diretamente com moléculas na 

superfície de células e matriz extracelular. Estas interações físicas atraem 

os axônios para o crescimento em certas direções e repelem do 

crescimento em outras; 

• molélulas atrativas ou repelentes para crescimento axonal também 

podem ser secretadas, difundidas ou liberadas por tecidos; 

• finalmente marcadores de superfície ou moléculas de reconhecimento em 

células alvo, parecem direcionar os axônios para uma região apropriada 

do tecido  específico para formar as sinapses. 
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 Uma estrutura importante na plasticidade neuronal, é o cone de 

crescimento, uma região na extremidade de axônios e neuritos altamente 

dinâmica, que avança, retrai e muda de direção constantemente.  Em outras 

palavras, o cone de crescimento parece tatear o ambiente que o circunda, 

decidindo onde pode ou não crescer.  

 Várias evidências indicam que, depois do aprendizado, a formação da 

memória requer mudanças estruturais no sistema nervoso. 

Essas modificações estruturais, criadas por transformações fisiológicas 

na transmissão sináptica, transitórias ou permanentes, além de, mudanças 

rápidas em moléculas de citoesqueleto e adesão pós-aprendizado, contribuem 

para vários processos cognitivos, em particular para a memória de curta duração 

(“short-term memory”). Já mudanças tardias, que dependem da síntese de 

proteínas de novo e estabilização das transformações sinápticas são requeridas 

para a persistência, por exemplo, de memória de longa duração (“long-term 

memory”) (LAMPRECHT e LEDOUX 2004). 

Deste modo, o entendimento das funções de PrPc e seus ligantes no 

processo de plasticidade neuronal é muito importante para que se esclareça o 

papel biológico desta molécula. Obviamente, só entendendo o funcionamento 

desta molécula, será possível desenhar abordagens terapêuticas para doenças 

neurodegenerativas causadas por prions. 

Além disso, outras doenças podem estar relacionadas com a perda de 

função de PrPc e só iremos conhecer suas possíveis causas assim que o papel 

biológico de PrPc estiver desvendado. 
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2 OBJETIVOS 

 

Os principais objetivos do projeto central são: 

Ø Caracterizar bioquímicamente a interação entre PrPc e STI1; 

Abordagem: Ensaios de ligação onde a proteína PrPc será imobilizada em 

poços de poliestireno e incubada com concentrações crescentes de STI1 

marcada com 125I. A constante de dissociação (Kd) será calculada pelo 

método de SCATCHARD (1949). 

 

Ø Mapear os domínios de ligação em entre PrPc e STI1; 

Abordagem: A ligação de PrPc-STI1 (como descrito acima) será competida com 

peptídeos sintéticos da molécula de STI1 e PrPc. Assim que o sítio de 

interação for determinado em ambas moléculas,  proteínas STI1 e PrPc 

recombinantes mutantes para o domínio de interação serão construídas, 

expressas e purificadas. Estas serão usadas como controle do 

mapeamento de domínios de interação entre as moléculas. 

 

Ø Estabelecer o papel biológico da interação entre PrPc e STI1 em modelos 

de diferenciação neuronal do sistema nervoso central; 

Abordagem: Ensaios de neuritogênese com células de cultura primária de 

hipocampo de embriões de camundongos selvagens e deficientes para 

PrPc utilizando proteínas, anticorpos e peptídeos de interesse; 
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Ø Avaliar o papel neuroprotetor de STI1 em neurônios hipocampais; 

Abordagem: A morte celular será induzida por estaurosporina em culturas 

primárias de neurônios hipocampais selvagens e deficientes para PrPc 

seguido de avaliação do efeito de STI1 na proteção contra morte celular. 

 

Ø Determinar as vias de sinalização deflagradas por STI1 em modelos de 

neuritogênese e neuroproteção; 

Abordagem: Atividade e fosforilação de MAPK será avaliada em culturas 

hipocampais provenientes de animais selvagens e deficientes para PrPc 

quando tratadas com STI1. Além disso, inibidores específicos para 

diferentes vias de sinalização celular (PKA, PKC e MAPK) serão pré-

incubados em  culturas primárias de neurônios hipocampais selvagens e 

deficientes para PrPc seguido da avaliação do efeito desencadeado por 

STI1. 

 

Ø Determinar o papel fisiológico da interação entre PrPc e STI1 em modelos 

de crescimento axonal de neurônios do sistema nervoso periférico; 

Abordagem: Culturas de explantes ganglionares da espinha dorsal de embriões 

de camundongos selvagens e deficientes para PrPc serão desafiadas com 

anticorpos específicos, proteínas recombinantes e peptídeos de interesse. 

 

Ø Avaliar a participação da STI1 na interação PrPc-Laminina; 

Abordagem: Será utilizada STI1 como competidor no ensaio de ligação PrPc-

Laminina. 
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Ø Verificar em ensaios de neuritogênese o papel de Ln na interação PrPc-

STI1 em modelos de crescimento axonal do Sistema Nervoso Periférico; 

Abordagem: Culturas ganglionares de camundongos selvagens e deficientes 

para PrPc serão incubadas com STI1 e laminina. 
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Os principais objetivos dos projetos colaborativos são: 

Ø Caracterizar bioquímicamente a interação entre PrPc e Vn; 

Abordagem: Ensaios de ligação onde a proteína PrPc será imobilizada em 

poços de poliestireno e incubada com concentrações crescentes de Vn 

marcada com 125I. A constante de dissociação (Kd) será calculada pelo 

método de SCATCHARD (1949). 

 

Ø Mapear os domínios de ligação em ambas moléculas; 

Abordagem: A ligação de PrPc-Vn será competida com peptídeos sintéticos da 

molécula de Vn e PrPc. Assim que o sítio de interação for determinado em 

ambas moléculas,  PrPc recombinantes mutantes para o domínio de 

interação serão construídas, expressas e purificadas.  

 

Ø Verificar a significância biológica da interação PrPc e vitronectina em 

neurônios de gânglios da raiz dorsal; 

Abordagem: Cultura de explantes ganglionares da espinha dorsal de embriões 

de camundongos selvagens e deficientes para PrPc serão desafiados com 

vitronectina, anticorpos específicos, e peptídeos de interesse;  

 

Ø Determinar a importância de PrPc e na consolidação da memória; 

Abordagem: Anticorpos e peptídeos específicos serão infundidos no hipocampo 

de ratos adultos e o teste de esquiva inibitória será aplicado para avaliar 

memórias de curta (STM) e longa (LTM) duração. 
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Ø Determinar as vias de sinalização ativadas por PrPc-Ln na consolidação da 

memória; 

Abordagem: A atividade das enzimas (PKA e MAPK) serão quantificadas após 

o teste de esquiva inibitória através de ensaios bioquímicos de 

incorporação radioativa e “immunoblotting” com anticorpos específicos.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Este tópico inclui a metodologia aplicada nos experimentos referentes aos 

resultados apresentados no item V.5. 

 

3.1 CULTURA PRIMÁRIA DE NEURÔNIOS SENSORIAIS DE 

GÂNGLIOS DA RAIZ DORSAL 

 

Gânglios da raiz dorsal (DRG) foram cuidadosamente dissecados de 

embriões (12 dias pós-coito) de camundongos selvagens e deficientes para o 

gene de PrPc (PUSCHEL 1999). Os gânglios foram incubados em solução de 

tripsina: HBSS (“Hanks Balanced Salt Solution”) (1:1) durante 20 minutos à 

37ºC. A tripsina foi inativada com meio Neurobasal acrescido de 10% SFB (Soro 

Fetal Bovino) por 10 minutos à temperatura ambiente. As células foram lavadas 

com HBSS para a remoção do SFB. Em seguida foi adicionado meio Neurobasal 

acrescido de fator de crescimento de nervos (NGF) (60ng/ml) e então as células 

foram dissociadas sob ação hidromecânica. Para a contagem e avaliação da 

viabilidade celular, foi retirada amostra de 10µl dessa suspensão e diluída 5 

vezes em solução contendo 90µl de HBSS e 100µl de corante azul de tripan 

(Sigma). Uma alíquota de 10µl dessa nova solução foi transferida para a câmara 

de Neubauer para contagem do número de células viáveis.  
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As células (1,5x105 células/ml) foram transferidas para lamínulas de vidro 

de 13mm de diâmetro previamente tratadas com laminina (10?g/ml) ou poli-

lisina (5µg/ml). As células foram submetidas a diferentes tratamentos e 

incubadas em estufa úmida, a 5% de CO2. Em seguida, a cultura foi fixada por 

20 minutos com uma solução de fixação (4% paraformaldeído e 0,12M 

sacarose), lavada com PBS e corada com hematoxilina (0,5% hematoxilina, 10% 

Alúmen de Potássio, 0,25% óxido de mercúrio e 4,75% de etanol). Tomamos 

como referência para contagem de um neurito formado, prolongamentos 

maiores que três corpos celulares. 

 

3.2 ENSAIO DE IMUNOHISTOQUÍMICA 

 

Partindo-se de tecidos fixados (embrião E12 selvagens e deficientes 

para Prnp) em formol a 4% e parafinizados, foram feitos cortes histológicos de 3 

a 5µm e colocados em lâminas silanizadas. Os cortes foram inicialmente 

desparafinados em xilol e hidratados com concentrações decrescentes de 

etanol. As lâminas foram então, incubadas em uma solução de peróxido de 

hidrogênio a 10%, para eliminação de peroxidase endógena. Seguiu-se com um 

tratamento para exposição de sítios ativos por aquecimento em microondas (SHI 

et al. 1991; REYNOLDS et al. 1994) por 15 minutos em tampão citrato 0,01M pH 

6,4. e um tratamento adicional, para eliminar grupos aldeídos, que consiste em 

uma incubação de 30 minutos com glicina 50 mM, em tampão Tris 0,1 M pH 7,4. 

Adicionalmente incubamos as lâminas com um tampão bloqueador de ligações 

inespecíficas (tampão fosfato 0,02 M, salina pH7,4 contendo Triton X-100 a 
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0,2%, leite desnatado a 5%, acrescido de soro normal de cabra a 5%) por 4 

horas à temperatura ambiente. Os anticorpos primários diluídos (anti-PrPc 

1:1000 e anti STI1 1:1000) neste mesmo tampão bloqueador, foram incubados à 

temperatura ambiente por 12h (MARTINS et al. 1999). Amostras dos mesmos 

tecidos foram também incubadas com o soro pré-imune do animal em que foi 

produzido o anticorpo primário e na mesma diluição usada, para servir de 

controle negativo da reação. As lâminas foram então lavadas em tampão PBS 

(10mM Na2HPO4, 2mM NaH2PO4.H2O, 140mM NaCl, pH 7,4) acrescido de Triton 

0,2% e incubadas com o anticorpo secundário, um conjugado ligado a um 

polímero de dextran que amplifica o sinal de ligação antígeno-anticorpo e é livre 

de biotina (Universal Dako EnVision Systems, peroxidase, Dako Corporation). 

Todas as reações foram reveladas com diaminobenzidina tetrahidrocloreto e 

contra coradas com hematoxilina de Harris (SHI et al. 1991). 

 

3.3 ENSAIO DE IMUNOFLUORESCÊNCIA 

 

As células (1,5 x 105 células/ml) provenientes de cultura primária de 

neurônios periféricos de camundongo tipo selvagem e deficiente para Prnp 

(conforme decrito itens 3.1) foram cultivadas sobre lamínulas (13mm) de vidro 

tratadas com laminina (10µg/ml) durante 24h, após este período, as mesmas 

foram lavadas duas vezes em PBS (10mM Na2HPO4, 2mM NaH2PO4.H2O, 

140mM NaCl, pH 7,4) e fixadas em solução de fixação  (4% paraformaldeído e 

0,12M sacarose) por 20 minutos. Em seguida as células foram lavadas com PBS 

0,1% Triton X-100. Para bloqueio de interações inespecíficas do anticorpo 
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incubamos as células por 1h com PBS 0,1% Triton X-100  acrescido de 1% de 

soro de cabra. Os anticorpos anti-STI1 IgG (10µg/ml) purificada produzido em 

coelho e IgG irrelevante (10µg/ml) foram diluídos em PBS 0,1% Triton X-100  

acrescido de 1% de soro de cabra e incubados 16h a 4ºC em camâra úmida. As 

lamínulas foram lavadas  três vezes com PBS 0,1% Triton X-100  e incubadas 

por 1h com anticorpo anti-IgG de coelho acoplado a FITC (isotiocionato de 

fluoresceína) diluído (1:1000) em PBS 0,1% Triton X-100  acrescido de 1% de 

soro de cabra. Os anticorpos foram lavados e as lâminas foram montadas 

utilizando o líquido para montagem Hydromount. 

 

3.4 ENSAIOS DE ATIVIDADE p44/42 MAPK  

 

A análise da atividade de MAPK foi realizada utilizando-se reagentes 

provenientes do “kit” p44/42MAP kinase (Cell Signaling).  

Cultura de neurônios periféricos (5x105 células) foi tratada com STI1 

(10x10-7M) por diferentes períodos, lavada com PBS e lisada com tampão de 

lise proveniente do “kit” p44/42MAPK fosforilada. A seguir o lisado foi 

imunoprecipitado com o anticorpo anti-fosfop44/42. A proteína imunoprecipitada 

foi incubada com o substrato Elk na presença de ATP e tampão quinase, 

permitindo assim que a proteína ativa (MAPK fosforilada) fosforilasse o seu 

substrato específico (Elk), os produtos desta reação foram separados em gel de 

poliacrilamida-SDS e transferidos para membrana de nitrocelulose. A 

fosforilação de Elk foi analisada por “immunoblotting”  utilizando o anticorpo 

específico anti-fosfo-Elk-1 (Ser383) (1:1000).  
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3.5 ENSAIO DE COMPETIÇÃO DA INTERAÇÃO PrPc-STI1 COM 

LAMININA E O DECAPEPTÍDEO (RNIAEIIKDI) DA CADEIA ?  1 DE 

LAMININA 

 

 Quatro microgramas de His6-PrPc foram adsorvidas em micropoços de 

polistireno por 16 horas à temperatura ambiente. Os poços foram lavados com 

TBS e, para bloquear ligações inespecíficas adicionou-se uma solução 1% de 

albumina sérica bovina (BSA), por 2 horas à temperatura ambiente. Os poços 

foram lavados com TBS e pré-incubados com o peptídeo γ−1 (RNIAEIIKDI), o 

peptídeo “scrambled” do γ−1 ou a proteína laminina?por 3 horas à temperatura 

ambiente??Em seguida? concentrações crescentes de 125IHis6-STI1 com uma 

atividade específica de 0,2x107 cpm/µg, foi adicionada e incubada 16 horas a 

4ºC. Após lavagens extensivas, a radiação dos poços foi medida utilizando-se 

contador gama (Minigamma counter LKB Wallac). Através do dado de atividade 

específica da proteína marcada foi possível estabelecer a concentração de 

proteína que se ligou a PrPc.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 A seguir serão apresentados os resultados que compõem os artigos já 

publicados e os manuscritos para publicação. 

 As duas primeiras composições de resultados (itens 4.1 e 4.2-Anexos I e 

II respectivamente), uma em artigo outra em manuscrito, referem-se aos 

principais dados obtidos durante os projetos de Mestrado e Doutorado. Esses 

trabalhos mostram a interação de PrPc com STI1 e a participação da mesma em 

neuritogênese e neuroproteção de neurônios do sistema nervoso central. 

 Resultados provenientes de estudos colaborativos serão apresentados a 

seguir, onde será destaque a interação de PrPc com as proteínas de matriz 

extracelular, vitronectina participando de crescimento axonal de neurônios 

periféricos (item 4.3-Anexo III) e laminina modulando aprendizado e memória em 

ratos (item 4.4-Anexo IV). 

 Finalmente, serão descritos dados ainda não publicados que merecem 

especial atenção, pois representam os efeitos biológicos promovidos pelo 

complexo protéico formado por laminina, vitronectina e STI1 em neurônios 

periféricos (item 4.5). 
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4.1 ARTIGO INTITULADO: STRESS INDUCIBLE PROTEIN 1 IS A 

CELL SURFACE LIGAND FOR CELLULAR PRION PROTEIN THAT 

TRIGGERS NEUROPROTECTION (ANEXO I) 

 

Este artigo é referente aos resultados obtidos durante o projeto de 

mestrado. Parte deste trabalho foi desenvolvido pelo grupo do Dr. Rafael Linden, 

com o qual nosso grupo mantém uma importante colaboração.  

 Uma vez que havíamos identificado STI1 como um possível ligante de 

PrPc, prosseguimos com diferentes abordagens a fim de caracterizar essa 

ligação. 

Assim, através de ensaios bioquímicos foi possível evidenciar in vitro, 

uma ligação específica e saturável entre PrPc e STI1 independente de cobre, 

apresentando um Kd de 10-7M. 

Visto que a ligação entre PrPc e STI1 era altamente específica, seguimos 

com o mapeamento da região de interação entre as duas moléculas, através de 

ensaios de competição, onde utilizamos peptídeos sintéticos tanto de PrPc como 

de STI1.  Assim, foi estabelecido que, a região onde STI1 liga PrPc situa-se 

entre os aminoácidos 113-128 (GAAAAGAVVGGLGGYM) e o sítio de interação 

de PrPc a STI1 está localizado entre os aminoácidos 230-245 

(ELGNDAYKKKDFDKAL) (Figura 8). 

Além disso, nosso grupo através de ensaios de imunoprecipitação 

mostrou que a interação entre PrPc e STI1 deve ocorrer na membrana celular. 

Mostramos ainda, que a interação de PrPc tanto com STI1, quanto com o 

peptídeo que mimetiza o domínio específico de ligação a PrPc (STI1 230-245) 
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(CHIARINI et al. 2002; ZANATA et al. 2002), transduz sinais neuroprotetores, 

evitando assim, que as células retinianas entrem em apoptose. 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A, STI1 é capaz de interagir na região 113-128 (Peptídeo10-rosa) do domínio 
neurotóxico da molécula de PrPc. B, PrPc liga-se a STI1 no domínio 230-245 (verde) situado no 
motivo tetratricopeptídico B (TPR). NLS, sítio de localização nuclear. 
 
Figura 8 - Desenho esquemático das proteínas PrPc e STI1, destacando os 
domínios de ligação mapeados.  
 

 

4.2 MANUSCRITO INTITULADO: INTERACTION OF CELLULAR 

PRION PROTEIN AND STRESS INDUCIBLE PROTEIN 1 PROMOTES 

NEURITE OUTGROWTH AND NEUROPROTECTION THROUGH 

DISTINCT SIGNALING PATHWAYS (ANEXO II) 

 

 O manuscrito apresentado a seguir representa os resultados obtidos no 

transcorrer do projeto de doutorado.  

 Diante dos resultados que demonstram uma interação específica de STI1 

a PrPc, decidimos investigar o papel biológico dessa ligação em modelos de 

neuritogênese e neuroproteção em neurônios hipocampais. 
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 Primeiramente, este estudo avaliou a distribuição in situ de STI1 e PrPc e 

constatou uma alta concentração de ambas as moléculas, além de um alto nível 

de co-localização. 

 STI1 promoveu neuritogênese de uma maneira dependente de PrPc, pois 

células deficientes para a última não apresentou efeito. Além disso, anticorpo 

contra PrPc foi capaz de bloquear o efeito neuritogênico mediado por STI1 

(Figura 9). 

  A neuritogênese mediada por STI1 além de depender de PrPc, requer a 

ativação da proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK). 

 Além disso, como previamente descrito em neurônios retinianos 

(CHIARINI et al. 2002), STI1 foi capaz de proteger neurônios hipocampais da 

morte induzida por estaurosporina através da ativação da via de proteína 

quinase A dependente de AMPc (PKA) somente em células selvagens para 

PrPc. Juntos esses dados mostram que a interação entre PrPc e STI1 ativam 

vias diferentes de sinalização que estão envolvidas em fenômenos biológicos 

distintos como a neuritogênese e a neuroproteção. 
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Legenda: A, O domínio de ligação de STI1 a PrPc (113-128) é representado pelo peptídeo 10 
(rosa). Em destaque o sítio de interação do anticorpo que reconhece os resíduos 144-152 de 
PrPc (6H4, PrionicsTM). B, Em verde, a região de interação a PrPc (pepSTI1230-245). A região em 
amarelo destaca o peptídeo da região carboxi-terminal de STI1 (pepSTI1422-437)  utilizado como 
controle no trabalho que se segue. O anticorpo anti-pepSTI1230-245 reconhece o domínio 230-245. 
 
Figura 9 - Desenho esquemático dos principais domínios de PrPc e STI1.  
 

 

4.3 MANUSCRITO INTITULADO: CELLULAR PRION IS A 

VITRONECTIN RECEPTOR SUPPORTING AXONAL GROWTH: 

REDUNDANCY MEDIATED BY INTEGRINS (ANEXO III) 

 

O próximo manuscrito é referente ao trabalho de doutorado conduzido por 

Glaucia N. M. Hajj, o qual tive uma importante participação. 

 Esse estudo caracteriza, através de experimentos in vitro, uma ligação 

específica e de alta afinidade entre vitronectina e PrPc, apresentando um Kd de 

10-8M e determina os sítios de ligação de vitronectina em PrPc (105-119) e PrPc 

em vitronectina (307-320) (Figura 10). Neste estudo, a interação de vitronectina 

com PrPc levou ao crescimento axonal de células do sistema nervoso periférico, 

cuja  ausência de PrPc foi compensada por integrinas em células provenientes 

de animais deficientes para PrPc. 
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 Nesse trabalho pude cooperar com a produção de proteína prion 

recombinante tipo selvagem e construção, expressão e purificação de mutantes 

de PrPc no domínio de ligação à vitronectina. Além de participar de 

experimentos biológicos em culturas primárias de neurônios dissociados da raiz 

dorsal. 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A, O domínio de ligação de Vn a PrPc (105-119) é representado pelos peptídeos P9 e 
P10. B, O peptídeo Vn 309-322 representa a sequência de interação a PrPc. A região que 
interage com integrinas (RGD) é destacada pelo peptídeo VnRGD. Outros peptídeos utilizado 
neste trabalho também estão representados (Vn161-174, Vn289-302 e Vn262-275). 
 
Figura 10 - Desenho esquemático dos principais domínios de PrPc e Vn.  
 

 

4.4 MANUSCRITO INTITULADO: CELLULAR PRION INTERACTION 

WITH LAMININ MEDIATES MEMORY CONSOLIDATION BY PKA AND 

MAPK (ANEXO IV) 

 

O manuscrito a seguir, resultado da colaboração entre o nosso grupo e o 

grupo de pesquisa do Prof. Ivan Izquierdo (UFRGS), relata a importância de 

laminina e PrPc no fenômeno de consolidação da memória. 
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Através de ensaios in vitro mapeamos o domínio de interação de laminina 

em PrPc entre os domínio 173-183. O sítio de ligação de PrPc em laminina já 

fora mapeado no decapeptídeo da cadeia gama 1 de laminina (GRANER et al. 

2000a) (Figura 11).  

O teste de esquiva inibitória após infusão intra-hipocampal de anticorpos 

contra laminina e PrPc em ratos mostra que que o bloqueio destas proteínas 

prejudica a consolidação da memória de longa e curta duração nesses animais. 

Esses reagentes também bloqueiam PKA e MAPK que são vias clássicas de 

sinalização ativadas durante a consolidação da memória. Portanto, esses 

resultados mostram que a interação de PrPc com laminina aponta para uma 

importante função fisiológica em cognição. 

Neste manuscrito contribui com experimentos bioquímicos que visavam 

caracterizar o sítio de interação de laminina em PrPc além de experimentos de 

competição com anticorpos.  

 

 

 

 

 

 

Legenda: A, O domínio de ligação de Ln a PrPc (173-183) é representado pelos peptídeos P15 
e P16 (amarelo). B, O peptídeo RNIAEIIKDI da região carboxi-terminal de Ln representa a 
seqüência de interação a PrPc. As sequências reconhecidas pelos anticorpos utilizados no 
trabalho em questão estão em destaque. Anticorpo 8B4 reconhece os resíduos (34-45)  e o 8H4 
os resíduos (175-185). 
 
Figura 11 - Desenho esquemático dos principais domínios de PrPc e Ln.  
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4.5 PAPEL DO COMPLEXO MULTI-PROTÉICO FORMADO POR 

PrPc, STI1, LAMININA E VITRONECTINA NO CRESCIMENTO AXONAL 

DE NEURÔNIOS PERIFÉRICOS 

 

Os resultados apresentados a seguir foram realizados em colaboração 

com a aluna de doutorado do grupo, Glaucia Hajj. 

Além do modelo de neuritogênese em sistema nervoso central (SNC), 

pudemos explorar o envolvimento da interação entre PrPc-STI1, PrPc-Ln e do 

complexo Ln-PrPc-STI1 no crescimento axonal de neurônios de gânglios da raiz 

dorsal. Portanto, como essas células fazem parte do sistema nervoso periférico 

(SNP), poderiam eventualmente se comportar de maneira diferente do SNC. 

Dados descritos na literatura citam que certas moléculas possuem 

funções opostas quando relacionadas a diferentes sistemas, por exemplo, as 

semaforinas, uma família de moléculas envolvidas na navegação axonal, podem 

atuar tanto repulsivamente (para axônios simpáticos) quanto como fator atrativo 

(para axônios corticais) (ADAMS et al. 1997; BAGNARD et al. 1998).  

Visto o envolvimento de STI1 e PrPc na diferenciação de neurônios do 

SNC (LOPES et al. Anexo II), nossa primeira abordagem nesta etapa do 

trabalho foi avaliar se esta interação participa da diferenciação de neurônios do 

SNP. Para esse fim, primeiramente realizamos experimentos de 

imunohistoquímica em cortes histológicos de embriões de camundongos de 12 

dias, empregando anticorpos contra STI1 e PrPc. A expressão de PrPc (HAJJ et 

al. Anexo III) e STI1  além de ser vista nos gânglios periféricos, pode ser 
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observada em nervos que partem dos gânglios (Figura 12-como indicam as 

setas).  

A expressão de STI1 também foi analisada em culturas de neurônios  

sensoriais dissociados de camundongos selvagens e deficientes para Prnp 

através de ensaios de imunofluorescência. STI1 mostrou-se abundantemente 

expressa nos corpos celulares e axônios de neurônios sensoriais de 

camundongos Prnp+/+ (Figura 13 A) e Prnp0/0 (Figura B).  

 

 

 

 

 

 

Legenda : Cortes histológicos de embrião de 12 dias Prnp+/+ foram reagidos com anticorpo anti-
STI1 (A e B- aumentos de 200X e 400X respectivamente) e anti-PrPc (C). Setas indicam a 
expressão das proteínas nos nervos que partem do gânglio periférico.  
 
Figura 12 - STI1 e PrPc são proteínas expressas em gânglios e nervos 
periféricos.  
 

 

 

 

 

 

 

 

STI1 STI1 PrPc 

C B A 
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A B 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Cultura de células dissociadas de gânglios da raiz dorsal de embrião de camundongo 
tipo selvagem (Prnp+/+) (A) e deficiente para Prnp (Prnp0/0) (B) foi plaqueada sobre laminina e 
incubada com anticorpo anti-STI1 (IgG)  (A e B) e IgG irrelevante (insertos fotos A e B).  
 
Figura 13 - Presença de STI1 no corpo celular e axônios de neurônios 
sensoriais.  
 

 

Observada a alta expressão de STI1 e PrPc em nervos e gânglios 

periféricos, seguimos com experimentos de neuritogênese para analisar uma 

possível participação dessas moléculas nesse evento. 

Células dissociadas de gânglios da raiz dorsal (DRG) provenientes de 

camundongos Prnp+/+ apresentam crescimento axonal estimulado por STI1, 

como mostrado no campo representativo da cultura (Figura 14A).  

A Figura 14B, apresenta uma curva dose-resposta em que uma 

concentração de 250nM de STI1 é capaz de estimular a neuritogênese em cerca 

de 50% das células que expressam PrPc. Este mesmo efeito não é observado 

em células de animais deficientes para Prnp onde o crescimento não passa de 

20%. 

A concentração de STI1 requerida nesse experimento é equiparável  

àquela usada em neurônios hipocampais (Lopes et al. Anexo II). 
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Legenda : A) Figura representativa da cultura primária de neurônios sensoriais de camundongos 
Prnp+/+ e Prnp0/0 foram tratadas ou não (inserto-PL) com STI1. B) Cultura primária de neurônios 
sensoriais de camundongos Prnp+/+ e Prnp0/0 foram tratadas com concentrações crescentes de 
STI1(solúvel) por 6h. O gráfico mostra as médias de pelo menos 3 experimentos independentes 
e as barras verticais representam o desvio padrão *, p<0,05 teste não paramétrico, Mann 
Whitney. 
 
Figura 14 - O complexo STI1-PrPc medeia o crescimento axonal de neurônios 
sensoriais da raiz dorsal Prnp+/+.  
 

A

6 horas 



Marilene H. Lopes 

Envolvimento da proteína prion celular e seus ligantes nos mecanismos de plasticidade neuronal e neuroproteção 

 

76 

 Como em neurônios hipocampais STI1 elicita a via de MAPK na 

neuritogênese (LOPES et al. Anexo II), é importante averiguar se a mesma via é 

ativada por STI1 no crescimento neurítico de outro tipo neuronal.  

Na Figura 15, podemos observar um ensaio preliminar de atividade de 

MAPK, realizado em células de gânglios da raiz dorsal tratadas com STI1 em 

diferentes tempos. O primeiro fato que nos chama a atenção é que o nível basal 

de atividade de MAPK nos animais deficientes para PrPc é maior do que o 

observado nos animais selvagens. Isto já foi observado no modelo de estudo de 

neurônios de retina (CHIARINI et al. 2002), neurônios hipocampais (Lopes et al. 

item 4.2-Anexo) e no cérebro e cerebelo de animais adultos (BROWN 2002), 

confirmando este dado em três tipos neuronais distintos. 

Também podemos ressaltar que a atividade de MAPK aumenta 30 

segundos após adição de STI1 e apresenta pico de atividade em 1 minuto.  

 

 

 

 

 

Legenda: Culturas primárias de neurônios de gânglios da raiz dorsal foram plaqueadas sobre 
poli-lisina durante 16 horas (controle) e tratadas com STI1 por 30 segundos  (STI1 30”), 1 minuto 
(STI11’) ou 5 minutos (STI1 5’). As células foram lisadas, MAPK foi imunoprecipitada e utilizada 
em ensaio de fosforilação de ELK-1 recombinante. As proteínas precipitadas foram separadas  
por SDS-PAGE e avaliadas por “immunoblotting” contra ELK -1 fosforilada. A figura apresenta o 
autoradiograma obtido. 
 
Figura 15 - Atividade de MAPK em células de gânglios da raiz dorsal de 
embriões selvagens (Prnp+/+) e deficientes para Prnp (Prnp0/0).  
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A seguir fomos verificar o efeito de outro ligante de PrPc, identificado pelo 

grupo, laminina (Ln), no comportamento dos neurônios de gânglios da raiz 

dorsal. Laminina é um conhecido promotor da neuritogênese de vários tipos 

neuronais (LUCKENBILL-EDDS 1997) e, de fato a uma concentração de 

10µg/ml há uma extensa neuritogênese celular, com cerca de 80% das células 

apresentando neuritos em 6 horas. Os dois tipos celulares (com ou sem PrPc) 

apresentam o mesmo comportamento frente a esta molécula, com crescimento 

de neuritos em proporção semelhante na concentração mais elevada de Ln 

(Figura 16). Em contraste, neurônios hipocampais de animais deficientes para 

PrPc respondem de maneira menos intensa a laminina, apresentando 

neuritogênese menor do que neurônios de animais selvagens (GRANER et al. 

2000a). Desta forma, semelhantemente ao que acontece em DRG tratados com 

Vn, a neuritogênese mediada por Ln é igual em células que expressam ou não 

PrPc. Portanto, a existência de mecanismos compensatórios em animais Prnp0/0 

é mais evidente em DRG do que em neurônios do SNC. 
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Legenda : Células dissociadas de explantes de gânglios da raiz dorsal de embriões de 
camundongos selvagens (Prnp+/+) e deficientes para o gene de PrPc (Prnp0/0) com 12 dias foram 
cultivadas em presença de concentrações crescentes de Ln (adsorvida) durante 2, 4 ou 6 horas. 
 
Figura 16 - Laminina estimula neuritogênese em cultura primária de gânglios da 
raiz dorsal.  
 

 

 Uma vez que STI1 e Ln interagem com PrPc através de domínios 

diferentes (ZANATA et al. 2002 – Anexo I), e com o objetivo de mostrar se PrPc 

é capaz de interagir com STI1 e Ln e assim favorecer a formação de um 

complexo protéico, seguimos com um experimento in vitro de competição da 

interação entre STI1 e PrPc utilizando Ln e o peptídeo γ1, que representa o sítio 

de ligação de PrPc à Ln (peptídeo γ1-GRANER et al. 2000a).  

 A Figura 17 mostra que a interação STI1-PrPc é inibida por Ln, mas não 

pelo peptídeo γ1 da Ln. Estes resultados ainda revelam que a competição da 

interação PrPc-STI1 por Ln pode ter sido causada por impedimento estérico, 

uma vez que Ln possui grande massa molecular (~900kDa). Por outro lado 

confirma que o sítio de interação da Ln (resíduos 173-183 COITINHO et al. 
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(2003) item IV. 4 resultados) em PrPc é diferente daquele de STI1 (resíduos 

113-128-ZANATA et al. 2002- Anexo I) o que pode favorecer a formação do 

complexo PrPc-STI1 e Ln in vivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: PrPc foi adsorvido em poços de poliestireno. Para bloquear interações inespecíficas, 
uma solução de BSA foi adicionada em cada poço. Para a competição, o PrPc adsorvido foi pré-
incubado por 3h com concentrações crescentes (15, 30 e 60µM) do peptídeo da cadeia  γ1 de Ln 
e do peptídeo "scrambled” da cadeia  γ1 (Peptídeo S. γ1), com STI1 (0,1µM) e Ln (3nM) não 
marcados. Foram adicionados, 0,01µM de STI1 marcada (125I) e incubamos 16 horas a 4ºC. Os 
poços foram lavados e contou-se a radiação. O gráfico mostra as médias de pelo menos 3 
experimentos independentes e as barras verticais representam o desvio padrão *, p<0,05 teste 
não paramétrico, Mann Whitney. 
 
Figura 17 - Ensaio de competição da interação PrPc-STI1 com Ln e o peptídeo 
da cadeia γ1 de Ln.  
 

 

Visto que a ligação de Ln a PrPc pode não excluir a de STI1, seguimos 

com experimentos de neuritogênese ex vivo para verificar o efeito combinatório 

de Ln e STI1. Ln foi utilizada em concentrações sub-ótimas (2µg/ml) e STI1 foi 

adicionada em concentrações crescentes. Um efeito aditivo muito forte entre as 
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duas proteínas foi observado. Duas horas após o tratamento houve crescimento 

axonal em cerca de 60% das células (Figura 18) enquanto para todas as outras 

condições de crescimento em cultura de células ganglionares realizadas, são 

necessárias 6 horas para que seja observado o efeito de neuritogênese. Além 

disso, este efeito é específico para as células que possuem PrPc, já que aquelas 

provenientes de animais deficientes para PrPc não apresentam crescimento 

(Figura18). 
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Legenda : Células dissociadas de explantes de gânglios da raiz dorsal de embriões de 
camundongos selvagens (Prnp+/+) e deficientes para PrPc (Prnp0/0) com 12 dias foram cultivadas 
em presença Ln (aderida), STI1 (solúvel) ou combinação das duas proteínas durante 2 horas. 
Barras verticais representam desvio padrão. *, p<0,05 teste não paramétrico, Mann Whitney. 
 
Figura 18 - STI1 promove efeito sinérgico na neuritogênese mediada por 
laminina em células ganglionares de camundongo Prnp+/+.  
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Uma vez que, explantes ganglionares de camundongos selvagens e 

deficientes para Prnp respondem à Vn de maneira semelhante (Hajj et al. Anexo 

III). Partimos então para a análise combinada de Vn e STI1 sobre as culturas de 

neurônios sensoriais dissociados.  

Combinações de concentrações de STI1 e Vn tiveram um efeito muito 

curioso sobre as culturas. Em primeiro lugar, as duas proteínas não possuem 

efeito aditivo, mesmo em concentrações sub-ótimas. Além disso, uma 

concentração sub-ótima de Vn, quando colocada juntamente a uma 

concentração de STI1 capaz de promover crescimento neurítico, é capaz de 

inibir o efeito da última (Figura 19).  

 

Legenda : Células dissociadas de explantes de gânglios da raiz dorsal de embriões de 
camundongos selvagens (Prnp +/+) e deficientes para PrPc (Prnp  0/0) com 12 dias foram 
cultivadas em presença Vn, STI1 ou combinação das duas proteínas em solução durante 6 
horas. Barras verticais representam desvio padrão de pelo menos 3 experimentos. 
 
Figura 19 - Crescimento neurítico estimulado por Vn e STI1 em neurônios 
sensoriais.  
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Observamos também o efeito combinado de Ln e Vn nestas células. 

Como visto anteriormente (Figura 16), Ln a uma concentração de 2µg/ml 

praticamente não produz efeito sobre a neuritogênese. No entanto, quando 

adicionamos a esta concentração de Ln, uma concentração também sub-ótima 

de Vn (25nM) há um crescimento neurítico que se aproxima de 50% nas células 

de animais selvagens, mas não naquelas dos animais deficientes para PrPc 

(Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Células dissociadas de explantes de gânglios da raiz dorsal de embriões de 
camundongos selvagens (Prnp +/+) e deficientes para PrPc (Prnp  0/0) com 12 dias foram 
cultivadas em presença Vn (solúvel), Ln (aderida) ou combinação das duas proteínas durante 6 
horas. Barras verticais representam desvio padrão de pelo menos 3 experimentos. 
 
Figura 20 - Crescimento axonal estimulado por Vn e Ln.  

 

 

Diante dos resultados do efeito combinado de vários ligantes de PrPc, 

torna-se necessário propor um modelo no qual estas observações se encaixem. 
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STI1 e Ln não possuem o mesmo sítio de ligação em PrPc, enquanto 

STI1 liga-se aos aminoácidos 113-128 (como mostrado artigo ZANATA et al. 

2002 Figura 4 – Anexo I), Ln liga-se aos resíduos 173-182 (Coitinho et al. Figura 

3 –Anexo IV), o que possibilitaria a interação dos dois ligantes ao mesmo tempo 

em PrPc. Em ensaios de ligação, Ln é capaz de competir pela interação STI1-

PrPc (Figura 17), provavelmente através de impedimento estérico, já que Ln é 

uma proteína de 900 kDa. Entretanto, ensaios ex vivo mostram que em 

concentrações sub-ótimas, onde nenhuma das duas proteínas tem atividade 

isoladamente, não ocorre neuritogênese. (Figura 20 painéis A.1 e A.2). Sua 

combinação (Ln+STI1) faz com que o limiar das vias desencadeadas por PrPc 

seja atingido resultando em um maior crescimento neurítico (Figura 21 painéis 

A.3 e A.4). Isso poderia ocorrer pela ligação de Ln e STI1 em moléculas distintas 

de PrPc (Figura 21 painel A.3). Uma outra hipótese, é que Ln e STI1 poderiam 

estar ligadas a uma única molécula de PrPc (Figura 21 painel A.4). Para ambos 

os casos (Figura 21 painéis A.3 e A.4) a sinalização desencadeada seria 

suficiente para induzir neuritogênese. Isso não exclui uma possível ligação de Ln 

a integrinas nesses modelos (Figura 21 painéis A.3 e A.4), entretanto esta 

associação não é produtiva uma vez que neurônios sensoriais de animais 

deficientes para PrPc não respondem ao tratamento. 

É possível ainda que PrPc desempenhe um papel nucleante recrutando 

inicialmente STI1 e Ln e a última passaria então a associar-se também a 

integrinas (Figura 21 A.4). 

Por sua vez a neuritogênese induzida por STI1 em animais selvagens 

pode ser inibida por Vn em concentrações cinco vezes menores, que aquela 
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usada para STI1 (Figura 21 painéis B.1, B.2 e B.3). Estes dados comprovam os 

resultados obtidos anteriormente onde Vn e STI1 associam-se a domínios 

sobrepostos e competem entre si pela ligação a PrPc (ZANATA et al. 2002 

Figura 4 - Anexo I e Hajj et al. Figura 2a e b - Anexo III).  

Por outro lado, apesar da maior afinidade de Vn (Kd=10-8M) que STI1 

(Kd=10-7M) por PrPc, em baixas concentrações, Vn é capaz de dissociar STI1 

de PrPc, mas não promover efeito biológico (Figura 21 B.3).   

 O mesmo raciocínio usado na interpretação da combinação de STI1+Ln 

serve para a combinação Ln+Vn, onde se observa um aumento da 

neuritogênese somente em animais selvagens. As duas moléculas em 

concentrações sub-ótimas não possuem atividade suficiente para desencadear a 

via de sinalização relevante para o processo (Figura 21 C.1 e C.2), mas quando 

são associadas, o limiar de ativação da via é atingido e há crescimento (Figura 

21 C.3). Também neste caso os sítios de ligação de PrPc a estas moléculas é 

diferente (ZANATA et al. 2002) o que possibilitaria a ligação das duas proteínas 

na mesma molécula de PrPc; se não houver impedimento estérico das 

moléculas envolvidas (Figura 21 C.4). É importante notar que o efeito combinado 

de Vn e Ln é dependente unicamente da presença de PrPc, uma vez que o 

efeito está ausente em animais deficientes para PrPc. Isso pode implicar numa 

ordem de hierarquia na ativação dessas vias de sinalização que possuem como 

alvo inicial PrPc, que pode ter uma ação nucleante e recrutar outros receptores 

(integrinas) (Figura 21 C.4).  

 

 



Marilene H. Lopes 

Envolvimento da proteína prion celular e seus ligantes nos mecanismos de plasticidade neuronal e neuroproteção 

 

86 

Laminina PrPc Vitronectina STI1 Integrina 

neuritogênese 

neuritogênese 

neuritogênese 

A 

B 

? ? 

1 2 3 4 

? 

1 2 3 

 

C 

neuritogênese 

1 2 3 

? 

4 

neuritogênese 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A, Ln e STI1, isoladamente, e em concentrações subótimas,não são capazes de ativar 
a via de neuritogênese. Quando ambas ligam a diferentes moléculas de PrPc ou ainda à mesma 
molécula, são capazes de induzir neuritogênese. Alternativamente, o complexo PrPc, Ln e STI1 
pode ser capaz de recrutar integrinas e ativar neuritôgenese  B, Na combinação Vn e STI1, Vn é 
capaz de bloquear o efeito de STI1, inibindo o crescimento neurítico. C, A combinação da 
ativação de PrPc com Ln e Vn leva a neuritogênese. O complexo Ln, Vn, PrPc poderia recrutar 
integrinas nesse modelo, assim como em A. 
 
Figura 21 - Modelo proposto para ilustrar as interações entre as proteínas PrPc, 
STI1, Vn, Ln e integrina.  
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5 CONCLUSÕES 

 

 

 Na tentativa de elucidar a (s) função (ões) fisiológica (s) de PrPc, nosso 

grupo vem identificando e caracterizando proteínas ligantes de PrPc a fim de 

associar essas interações com fenômenos biológicos. 

 As proteínas de matriz extracelular, laminina (Ln) e vitronectina (Vn) e a 

proteína co-chaperonina, STI1, são três dos ligantes de PrPc já caracterizados. 

 Assim, o presente estudo destacou as principais funções biológicas 

atribuídas a PrPc e seus respectivos parceiros, STI1, Vn e Ln. 

 Em um primeiro momento, ao explorar a teoria da hidropaticidade 

complementar, caracterizamos STI1, como o mais novo ligante de PrPc. STI1 é 

uma co-chaperonina, presente principalmente no citoplasma, e também 

encontrada na superfície celular. Essa proteína, quando associada à PrPc, 

mostrou-se relacionada ao crescimento neurítico de neurônios do sistema 

nervoso central e periférico, de uma maneira dependente da atividade de MAPK. 

Além disso, STI1 atua na neuroproteção de neurônios hipocampais e retinianos 

utilizando a via de PKA. 

 Assim, podemos propor um modelo onde PrPc interage com STI1 e 

transduz sinais de sobrevivência neuronal através da via de PKA e de 

crescimento neurítico através da via de MAPK. O complexo PrPc-STI1 pode ser 

formado tanto por proteínas da mesma célula quanto por proteínas de células 

distintas. Além disso, especula-se ainda que STI1 possa agir como um fator 

solúvel neurotrófico, uma vez que STI1 apresenta-se secretada em certas 
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linhagens tumorais e em cultura de astrócitos (EUSTACE e JAY 2004 e LIMA et 

al manuscrito em preparação) (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda : A, A forma secretada de STI1 pode interagir com PrPc e ativar a cascata de 
transdução de sinal que leva a sobrevivência neuronal (PKA) ou neuritôgenese (Erk). B, A fração 
de STI1 presente na membrana plasmática pode ligar PrPc de células distintas e ativar vias de 
sinalização específicas (PKA ou MAPK). 
 
Figura 22 - Modelos alternativos de atuação de STI1, quando solúvel ou 
integrada à membrana plasmática, na neuritogênese e neuroproteção:  
 

 

 Em um segundo momento, mostramos que os outros ligantes de PrPc, Ln 

e Vn, assim como STI1, encontram-se envolvidos em neuritogênese, sendo que 

para Vn, este efeito é dependente de PrPc, mas pode ser compensado por 

integrinas.  
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 Além disso, a interação entre Ln e PrPc mostra-se envolvida em 

mecanismos de consolidação das memórias de curta e longa  duração através 

de vias clássicas de sinalização. 

 É interessante observar que o comportamento de PrPc associado a cada 

ligante descrito neste estudo reflete em fenômenos biológicos integrados, ou 

seja, neuritogênese em SNC e SNP e sobrevivência neuronal. A neuritogênese 

pode ser relacionada à plasticidade neuronal e especificamente neste caso a 

consolidação da memória. Entretanto, outros eventos biológicos podem ser 

relacionados com o fenótipo desencadeado pela ativação do complexo multi-

protéico, do qual PrPc faz parte. 

 Preliminarmente, ao analisar os efeitos biológicos induzidos pelo 

complexo PrPc, STI1, Ln e Vn, na neuritogênese de neurônios periféricos, 

obtivemos resultados um tanto quanto curiosos. 

 Uma vez que, Ln e STI1 ligam a PrPc em diferentes domínios as mesmas 

poderiam agir conjuntamente na neuritogênese. De fato, culturas neuronais 

tratadas com ambas as proteínas apresentaram um efeito sinérgico muito 

acentuado e o mesmo não foi observado com o tratamento isolado (com 

concentrações sub-ótimas). Isto indica, uma integração ativa do complexo PrPc-

STI1-Ln nesse fenótipo.  

 Já as moléculas de Vn e STI1 são mutuamente exclusivas quanto à 

ligação a PrPc, pois ambas compartilham o mesmo domínio de ligação desta 

proteína. Além disso, Vn possui uma afinidade dez vezes maior que STI1. 

Apesar de Ln e Vn ligarem-se a domínios diferentes de PrPc, quando 

combinadas mostram um efeito maior sobre a neuritogênese. Portanto, no 
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micro-ambiente celular, os fenômenos biológicos mediados por TI1, Ln e Vn 

dependerão da disponibilidade de cada uma delas e de seus respectivos 

receptores celulares específicos. 

 O conjunto de resultados aqui apresentados demonstrou que PrPc 

participa na formação de neuritos, sobrevivência neuronal e consolidação da 

memória em conjunto com outros ligantes. 

 No entanto, como pode ser visto, muitas questões sobre PrPc e suas 

interações ainda permanecem em aberto. O melhor conhecimento dessas 

ligações poderá ajudar a desvendar o (s) papel (éis) fisiológico (s) de PrPc e 

também poderá trazer informações favoráveis ao desenvolvimento de 

compostos terapêuticos para o tratamento de doenças priônicas. 
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Anexo I - Artigo intitulado: Stress inducible protein 1 is a cell surface ligand for 

cellular prion protein that triggers neuroprotection. 
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Anexo II - Manuscrito intitulado: Interaction of cellular prion protein and stress 

inducible protein 1 promotes neurite outgrowth and neuroprotection through 

distinct signaling pathways. 
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Anexo III - Manuscrito intitulado: Cellular prion is a vitronectin receptor 

supporting axonal growth: redundancy mediated by integrins  
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Anexo IV - Manuscrito intitulado: Cellular prion interaction with laminin 

mediates memory consolidation by PKA and MAPK. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


