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RESUMO

Atualmente muitos grupos de pesquisa estdo empenhados em desvendar a
funcéo da forma celular da proteina prion, PrPc. PrPc é uma isoforma normal da
proteina prion infecciosa (PrPsc-proteina prion scrapie) relacionada as
Encefalopatias  Espongiformes  Transmissiveis (TSES), genericamente
designadas por doencas pribnicas. Uma das maneiras de esclarecer o papel de
PrPc € investigar moléculas ligantes e associa-las a fendmenos biol6gicos. As
funcdes propostas para PrPc vao desde atividade semelhante a superdxido
dismutase, protecdo contra estresse oxidativo, diferenciacdo neuronal a
sinalizacdo. Em 1997, descrevemos um receptor/ligante para PrPc utilizando o
principio da hidropaticidade complementar. No presente trabalho, apresentamos
o isolamento e identificacdo deste ligante de PrPc como sendo STI1 (“Stress
inducible protein 1”), uma co-chaperonina. In vitro, a STI1 interage com PrPc de
maneira especifica, saturavel e com alta afinidade (Kd=10"M). Ex vivo, a
interacdo entre PrPc e STI1, possui efeito neuroprotetor ao ativar a via de PKA
(Proteina quinase dependente de AMPc), além disso, promove crescimento
neuritico através da via de MAPK (Proteina quinase ativada por mitégeno) em
neurdnios do sistema nervoso central. Paralelamente, mostramos que PrPc atua
como um ligante de proteinas de matriz extracelular: vitronectina e laminina. A
interacdo entre vitronectina e PrPc leva ao crescimento axonal de células do
sistema nervoso periférico. Ao interagir com laminina, PrPc induz formacéo e
manutencdo de neuritos e se mostra importante para 0S mecanimos de
consolidacdo da memdéria de curta e longa duracdo, sendo que este processo
requer a ativacdo de vias classicas de sinalizacdo (PKA/MAPK). Assim, a
caracterizacdo das interagbes PrPc-STI1, PrPc-Vn e PrPc-Ln representa

contribui¢cdes importantes para a elucidacao do papel biolégico 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 of 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""M). 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 | Artigo intitulado: Stress inducible protein 1 is a cell surface

ligand for cellular prion protein that triggers neuroprotection.

Anexo Il Manuscrito intitulado: Interaction of cellular prion protein and
stress inducible protein 1 promotes neurite outgrowth and neuroprotection

through distinct signaling pathways.

Anexo Il 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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PREFACIO

A partir do momento que se identificou um agente infeccioso protéico e
desprovido de acido nucléico, os prions (“proteinaceous infeccious particle”),
instalou-se um grande alvorogo no meio cientifico. Até a descoberta dos prions,
acreditava-se que doencas infecciosas sé podiam ser causadas por
microorganismos que contém acidos nucléicos (DNA ou RNA), como bactérias,
virus e protozoarios. Assim, o advento prion rompeu o “Dogma Central da
Biologia Molecular” e nos ultimos anos a pesquisa sobre prions e doencas
relacionadas encontra-se em evidéncia.

As encefalopatias espongiformes - doencas neurolégicas que levam a
deméncia, distirbios motores e outras disfuncdes - sdo causadas por mudancas
na conformacdo da proteina 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 proteina normal e forma
agregados insoluveis.

Uma vez que, a presenca de PrPc é absolutamente necesséria para a
ocorréncia da doenca, muitos grupos de pesquisa vém tentando ndo soé elucidar
o0 mecanismo de converséo de PrPc para prions e a propagacdo da doenca, mas
também investigando as fun¢des bioldgicas de PrPc.

Nosso grupo de pesquisa estd entre aqueles que visam investigar os
papéis bioldgicos para PrPc. Nesse sentido, ao longo dos dltimos anos, nosso
grupo vem caracterizando diferentes ligantes para PrPc e relacionando estas

interacdes com fendmenos bioldgicos.
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Assim, o presente trabalho relatar4 os principais resultados obtidos ao
longo de quase cinco anos de estudo no laboratorio especializado em pesquisa
sobre a biologia de PrPc.

Logo que me integrei ao grupo, o mesmo acabara de caracterizar um
provavel ligante de PrPc usando a hidropaticidade complementar. Assim, foi me
atribuida a tarefa de comprovar, através de ensaios bioquimicos, a interagédo
entre PrPc e seu ligante STI1, durante meu projeto de mestrado. No transcorrer
deste projeto, resultados de suma importancia foram obtidos e incluidos 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 ).

Aproximadamente dois anos depois, requisitei a mudanca de nivel e
iniciei o projeto de doutorado, tendo como principal objetivo, avaliar a
importancia biolégica da interacdo entre PrPc e STI1 em modelos de
diferenciacdo neuronal e neuroprotecdo. 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 funcdo de PrPc quando associado as
proteinas da matriz extracelular, laminina e vitronectina.

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

crescimento axonal de neurbnios sensoriais 0 qual esta concluido no manuscrito
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“Cellular prion is a vitronectin receptor supporting axonal gowth: redundancy
mediated by integrins” (Hajj et al. manuscrito em Anexo-Anexo llI).

O outro estudo mostra a participacdo de PrPc e laminina no processo de
consolidacdo da memoaria, descrito no manuscrito “Cellular prion interaction with
laminin mediates memory consolidation by PKA and MAPK” (Coitinho et al.
manuscrito em Anexo — Anexo V).

No entanto, apresentaremos a seguir uma revisdo 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 conversao propostos (1.2), as vias de
disseminagdo (1.3), diagnostico e tratamento da doenca (1.4). Em seguida,
ressaltaremos a biologia de PrPc (1.5) apresentando seus ligantes e suas
funcdes bioldgicas (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 j& em forma de manuscrito para publicagdo
decidimos anexa-los (Anexos I, II, Il e IV) para facilitar a leitura da tese. Além
disso, apresentaremos também alguns resultados relevantes para o contexto do
estudo, que nao se encontram em formato de manuscrito, obtidos em
colaboracdo com outro membro do nosso grupo. A metodologia aplicada nesses
experimentos e 0os dados propriamente ditos serao inseridos nos itens material e
métodos (3) e resultados (4.5).

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

avaliados sera abordada na forma de conclusdes (5).
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1  INTRODUCAO

1.1 PRION E SUAS ENFERMIDADES

1.1.1 A descobertade prion

Ao longo de varios anos, diversos grupos de pesquisa se empenharam no
isolamento e na caracterizacao do agente etioldgico de um determinado grupo
de doencas denominadas de encefalopatias espongiformes transmissiveis
(TSESs).

A transmissibilidade de TSEs foi acidentalmente demonstrada em 1937.
Na época, o tratamento contra um virus comum foi realizado em uma populagéo
de ovelhas que foi inoculada com um extrato de cérebro tratado com formalina
desconhecidamente derivado de um animal infectado com scrapie (doenca
neurodegenerativa que atinge ovelhas e cabras). Dois anos apos,
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 propagagdo de kuru
entre as tribos da Nova Guiné foi atribuida a habitos canibais. Isto foi
demonstrado em 1966 por um estudo pioneiro de GAJDUSEK e ZIGAS (1957)
com a transmissao do kuru para macacos (GAJDUSEK et al. 1966). Seguiram-
se entdo observacdes da transmissao de Creutzfeldt Jakob disease (CJD) e
Gerstmann-Stratissler-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 periodo de incubagédo entre o tempo de exposicdo ao
patdbgeno e o inicio dos sintomas, foi inicialmente proposto que o agente
infeccioso se tratava de um virus lento (CHO 1976). Investigacdes subsequentes
entretanto, indicaram que o agente responsavel por essas doencas era
substancialmente diferente de virus e outros agentes convencionais. ALPER et
al. (1967) e colegas descreveram que 0 agente responsavel por scrapie era
extremamente resistente a tratamentos que normalmente destroem &cidos
nucléicos como luz ultravioleta e radiacao ionizante (ALPER et al. 1967). Estes
resultados, juntamente com achados prévios destes autores que mostravam que
era necessario uma massa molecular minima para infectividade (2x10°Da),
excluiram virus e qualquer outro tipo de agente infeccioso conhecido na época,
levando a hipoteses 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 envoltério protéico (KIMBERLIN 1982). O
tamanho pequeno do acido nucléico e o envoltério protéico vedado de um virino
poderiam explicar a resisténcia destes aos procedimentos que normalmente
destroem os acidos nucléicos. Embora esta hipétese possa explicar muitas das
observacbes experimentais, 30 anos de pesquisas nao identificaram
consistentemente &cidos nucléicos associados com a particula infecciosa das
TSEs PRUSINER 1998). Em 1967, um artigo visionario de GRIFFITH (1967)
introduziu, pela primeira vez, a possibilidade de que o material responsavel pela
transmissdo da doenca podesse ser uma proteina com a surpreendente
capacidade de se “replicar” no organismo, sem 0 envolvimento de material

genético. Isto lancou a hipétese denominada de “protein only”- do inglés
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somente proteina, para a propagacdo das TSEs. Subsequentemente,
PRUSINER alcunhou o termo prion (“proteinaceous infectious protein”) para
salientar a natureza protéica das particulas 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 insollvel,
com caracteristicas tipicas de amildide (coloracdo pelo vermelho de Congo e
PAS e birrefringéncia sob microscopia de luz polarizada). Posteriormente, foi
extraido de cérebros de pacientes portadores de CJD, material semelhante- do
ponto de vista bioquimico e microscopico (PRUSINER et al. 1983).

Agentes que modificam proteinas (como proteases, SDS, sais caotrépicos
e fenol) foram capazes de inativar a infeccdo no material purificado, enquanto
que agentes modificadores de acidos nucléicos (nuclease e irradiagdo por luz
ultravioleta) ndo apresentaram a mesma capacidade de inativagao da infeccao.
Portanto, esses achados sugeriram fortemente a composicdo exclusivamente
protéica do agente infeccioso envolvido com scrapie e com as demais doencas
relacionadas (PRUSINER et al. 1983).

As particulas infecciosas purificadas foram utilizadas na producdo de
anticorpos e curiosamente 0s mesmos reconheceram uma proteina 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 possivel isolar uma proteina constituinte do agente infeccioso. A
andlise quimica da extremidade amino-terminal desta proteina, permitiu a

sintese de peptideos, os quais foram utilizados como antigenos na producéo de
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anticorpos policlonais em coelhos (MEYER et al. 1986). Tais anticorpos reagiram
com a mesma proteina de 33-35kDa (MEYER et al. 1986), sugerindo assim que
a proteina presente nas particulas infecciosas do scrapie era um componente do
cérebro de animais sadios, ndo infectados.

Curiosamente, em extratos purificados de cérebro de animais infectados,
0 anticorpo reconheceu uma proteina 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 purificagdo, posteriormente denominado
de PrPres (Proteina prion resistente a protedlise limitada). A remocao, por
protedlise parcial, dos primeiros 67 residuos da extremidade amino-terminal da
proteina extraida 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 solubilizagdo das particulas infecciosas,
GABIZON et al. (1988), demonstraram que essa resisténcia a degradacao por
proteases ndo € uma consequéncia da formacéo das placas amiléides, mas sim
uma caracteristica intrinsica da proteina infecciosa.

O sequenciamento dos residuos da porcdo amino-terminal de PrP27-30
possibilitou a sintese de oligonucleotideos 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 particula infecciosa €
realmente codificada por um gene do hospedeiro, o qual se encontra no braco
curto do cromossomo 20 do homem e no cromossomo 2 de camundongo

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

(Adapatada de SOTO e CASTILLA 2004; AGUZZ| e POLYMENIDOU 2004).
Diante desses achados, foi possivel confirmar que a proteina presente

nos agregados insoluveis de cérebros de animais ou pacientes infectados é

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

A isoforma infecciosa foi denominada de “Proteina Prion Scrapie” ou PrPsc e
a isoforma celular normal foi denominada de “Proteina Prion Celular” ou PrPc.

PrPc e PrPsc possuem a mesma sequéncia de aminoéacidos e diferem
apenas em suas propriedades fisico-quimicas (TURK et al. 1988). Enquanto o
PrPc é soluvel e susceptivel a acdo de proteases, sua forma anormal, o PrPsc
apresenta-se muito insoluvel e resistente a protedlise limitada (MEYER et al.
1986). Estas propriedades de PrPsc favorecem a formacdo de agregados
insolaveis que se depositam lenta e progressivamente em varias regiées do
sistema nervoso, causando a morte celular. Estudos de espectroscopia foram
capazes de revelar as estruturas secundarias dessas duas isoformas. Verificou-
se que o PrPc tem um perfil caracteristico de proteinas em a- hélices, ao passo
gue o PrPsc possui muito mais estruturas b-pregueadas (PAN et al. 1993)

(Figura 1).
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Legenda: A, PrPc possui trés regibes em a-hélices (verde) em sua estrutura: a-hélice A
(residuos 144-157), a-hélice B (residuos 172-193) e a-hélice C (residuos 200-227), e duas
regides em folha b-pregueada (azul) em sua estrutura nos residuos 129-134 e 159-165. B, PrPsc
mostra-se rica em folha b-pregueada (azul) e pobre em a-hélice (verde).

Figura 1 - Desenho esquematico mostrando as diferencas nas estruturas terciarias de
PrPc e PrPsc.
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1.1.2 Doencas pribnicas

A proteina prion tem sido o centro de intensa pesquisa devido a sua
implicacdo em Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (TSES) que afetam
tanto homens como animais (PRUSINER 1998). A Tabela 1 apresenta as

principais doencas pribnicas e sua etiologia em homens e animais.

Tabela 1 - Panorama de doencas pridnicas de humanos e animais.

Doencas Prionicas  Hospedeiro Etiologia
natural
Scrapie Cabras e ovelhas Infec¢do, natural: modo de transmisséo obscuro
BSE Gados Infeccao: Ingestéo de alimento contaminado - scrapie
“Chronic Wasting Disease”  Cervos e antilopes Infecgédo, natural: modo de transmisséo obscuro
“Transmissible Mink Martas Origem desconhecia
Encephalopathy”
“Feline Spongiform Felinos Infeccdo: Ingestdo de alimento contaminado-BSE
Encephalopaty”
kuru Humanos Infeccao: Ingestéo, ritual canibalistico
CJD esporadica (sCJD) Humanos Desconhecida (mutacéo soméatica Prnp?)
CJD familial (fCJD) Humanos Familial (mutag&o Prnp linhagem germinativa)
CJD iatrogénica (iCJD) Humanos Infec¢do: Procedimento cirdrgico, horménio do

crescimento
CJD nova variante (vCJD) Humanos Infeccado: Ingestéo de alimentos contaminados -BSE-
transfusdo sanguinea
GSS Humanos Familial (mutacao Prnp linhagem germinativa)
Insdnia Familial Fatal Humanos Familial (mutacdo Prnp linhagem germinativa)
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1.1.2.1 Doencas em animais
1.1.2.1.1 Scrapie

A doenca scrapie foi descrita ha mais de 250 anos como uma doenca
neurodegenerativa que afeta cabras e ovelhas. Os animais acometidos por essa
doenca apresentam excitabilidade, coceira, ataxia e paralisia. Apds o0
aparecimento dos sintomas, o curso da doenca até a morte do animal € muito
curto (NARANG 1987 e 1996).

O scrapie € incuravel e fatal em 100% dos casos, assim como todas as
demais doencas pribnicas. As principais caracteristicas histopatologicas
encontradas no tecido nervoso do animal afetado por scrapie séo: areas com
extensa formagdo de vacuolos, gliose, intensa perda de células neuronais e

ainda depositos amildides (WELLS e WILESMITH 1995).

1.1.2.1.2 Encefalopatia Espongiforme Bovina (BSE)

A BSE, também conhecida como “doenca da vaca louca”, € uma doenca
neurodegenerativa causada por prions que, afeta o gado bovino. A epidemia de
BSE surgiu em meados da década de 80 sendo causada provavelmente pela
contaminacéo por scrapie da racdo usada na alimentacdo do gado, a qual era
preparada a partir de viceras de carneiros, ovelhas, gado, porcos e galinhas. No
final da década de 70, uma modificacdo no preparo da racdo, resultou na nao
eliminacdo das particulas de prion que eram entdo 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 infecc¢cdo do gado por via
oral, através da transmissédo de BSE para camundongos e também para o gado
bovino pela alimentagdo (PRUSINER 1991).

As alteracfes histopatolégicas observadas na BSE sdo semelhantes as
do scrapie e estdo restritas ao sistema nervoso central. Observa-se
vacuolizacdo da substancia cinzenta e do neuropilo e perda neuronal. A
formacdo de placas amildides ndo é caracteristica dessa doenca, sendo 0s
acumulos de prion detectados através de imunohistogimica (WELLS e

WILESMITH 1995).

1.1.2.1.3 Demais doencas em animais

Além de scrapie, que atinge cabras e ovelhas e BSE que afeta bovinos,
doencas semelhantes sdo causadas por prions em outras espécies de animais,
como no visdo (Encefalopatia Transmissivel do Visao), nos cervos e antilopes
selvagens (“Chronic Wasting disease”), em gatos domeésticos e grandes felinos
(“Transmissible  Feline Encephalopaty”) e em martas em cativeiro
(“Transmissible Mink Encephalopaty”).

Gatos domeésticos e grandes felinos em cativeiro sdo afetados por
doencas pribnicas decorrentes de alimentacdo com carcacas de animais
contaminados, enquanto martas, antilopes e cervos sao acometidos por
encefalopatias de origem desconhecida, sendo que estas doencas tém
ocorréncia natural na populacao, assim como o scrapie (SIGURDSON e MILLER

2003).
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1.1.2.2 Doencas em humanos
11.2.2.1 Kuru

As TSEs possuem carater adquirido, esporadico ou hereditario. Entre as
doencas pribnicas humanas adquiridas a primeira a ser descrita foi o kuru.

O kuru é uma doenca neurolégica que, na década de 50, atingiu nativos
do grupo linguistico Fore e também algumas tribos vizinhas, na Papua Nova
Guiné. Varias evidéncias indicam que o kuru se disseminou nessas tribos devido
a pratica de rituais canibalisticos, principalmente por mulheres e criangas, que
consumiam as visceras e o cérebro de seus parentes mortos (GAJDUSEK e
ZIGAS 1957; MATHEWS et al. 1968). A nao identificacdo de mutacdes
relacionadas com essa doencga leva a crer que, provavelmente, a origem dessa
epidemia esteja na ingestdo de visceras de algum portador de CJD, durante a
pratica canibal (GAJDUSEK 1977).

O curso clinico da doenca € rapido (de 3 a 6 meses ap0s 0 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 locomocéao e de controle musculare.

Os aspectos histopatolégicos do kuru mostram-se como alteracdes
espongiformes, astrogliose e deposicdo de placas amildides na maioria dos
casos, principalmente no cerebelo e no sistema extra-piramidal (GAJDUSEK e
ZIGAS 1957; KLATZO et al. 1959).

Uma reducdo na incidéncia do kuru sé ocorreu quando, por voltta da

década de 60, o canibalismo foi extinto nessas tribos (PRUSINER 1993).
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1.1.2.2.2 Doenca de Creutzfeldt-Jakob (CJD)

O kuru s6 foi associado a outras doencas neurodegenerativas, como CJD
e GSS, quando as ultimas mostraram seu carater infeccioso.

A doenca de CreutzfeldtJakob (CJD), assim denominada pois 0s
primeiros casos desta enfermidade foram decritos por CREUTZFELDT em 1920
e por JAKOB em 1921. Esta pode possuir aspecto esporadico, adquirido ou
hereditario, sendo a ultima forma responséavel 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 sdo desordens visuais, perda de memoria e
movimentos mioclénicos. Uma em cada 1 milhdo de pessoas por ano €
diagnosticada com CJD, sendo que 80% dos pacientes morrem cerca de 12
meses apds o0 aparecimento dos primeiros sintomas, enquanto que os demais
exibem um longo curso clinico (RICHARDSON e MASTERS 1995).

As alteracOes histopatolégicas no cérebro de pacientes portadores de
CJD sédo: morte neuronal, gliose e alteragcbes espongiformes (MASTERS e
RICHARDSON 1978). Depdésitos de amildide sdo encontrados em menos de
10% dos casos (LANTOS et al. 1992).

As formas adquiridas de CJD caracterizam-se pela transmissao
latrogénica, que inclui transplante de cdérnea, administracdo de hormdnio de
crescimento retirado da glandula pituitaria de cadaveres de individuos
portadores desta doencga, transplante de dura-mater, administracdo de
gonadotrofinas provenientes de extratos de hipofise humana e esterilizacao

impropria de eletrodos e materiais cirargicos (LANG et al. 1998; CROES et al.
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2001). Os casos de CJD iatrbgenica (iCJD) foram relatados no mundo todo
(COLLINGE et al. 1991) inclusive no Brasil (CABOCLO et al. 2002). Mais
recentemente, foi sugerida a possibilidade da transmissdo de CJD por
transfusao de sangue ou hemoderivados (PEDEN et al. 2004; LLEWELYN et al.
2004).

Na CJD hereditaria ou familial (fCJD), a mutacdo mais frequente (60%) no
gene que codifica para PrPc ocorre no codon 200 e esta associada a forma mais
tipica da doenca (BROWN 1992; GOLDFARB et al. 1994). Mutacdes em outros
cédons também podem ocorrer (Tabela 2).

Uma nova variante de CJD (vCJD) foi relatada em individuos do Reino
Unido e da Franca em 1996. Provavelmente esses individuos desenvolveram a
doenca por ingestédo 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 caracteristicas bioquimicas, no que se
refere a glicosilagcdo da molécula, semelhantes aquelas causadoras de BSE. De
fato, evidéncias de transmissdo de BSE para humanos através de modelos
experimentais em animais confirmaram a transmissdo 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 incidéncia de
um a dois casos por ano em 1 milhdo de individuos, é a forma esporadica ou
espontanea de CJD (sCJD), assim chamada por acreditar-se em conversées
expontaneas da proteina prion celular para a forma infecciosa, pois nesses

casos ndo foi possivel associa-la a mutacdo genética, exposicdo ao agente
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infeccioso ou a qualquer outro fator de risco conhecido (WILL 2003). Foi
sugerido que uma mutac&do somatica no gene que codifica PrPc (Prnp) pudesse
gerar um acumulo de PrPsc mas ainda ndo existem dados experimentais que

apoiem essa hipotese.

1.1.2.2.3 Doenca de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS)

GSS é uma doenca rara do sistema nervoso, autossdmica dominante,
caracterizada principalmente por anormalidades motoras e intelectuais. Foi
descrita pela primeira vez em uma familia de Viena, por GERSTMANN, em 1928
e GHETTI et al. em 1995. Sintomas como ataxia cerebelar, tremores severos,
dificuldades de locomocao, distarbios da fala, irritabilidade, comportamento
descontrolado e reducédo da capacidade intelectual sdo comuns nos individuos
portadores de GSS. Deposicao de placas amiléides de PrPsc em determinadas
regides do cérebro de pacientes € um achado constante em GSS (KITAMOTO et
al. 1993). Em alguns casos também se encontra degeneracdo espongiforme no

sistema nervoso central.
Assim como para CJD hereditaria, foram identificadas varias mutacdes

Prnp associadas a GSS (Tabela 2).

1.1.2.2.4 Ins6nia 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 disturbios do sono, do sistema
enddcrino e motor. A FFI estd associada a uma mutagédo no cédon 178 de Prnp,

gue leva a substituicdo de um aminoacido de acido aspartico para asparagina.
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Essa mesma mutacao ja havia sido detectada anteriormente em pacientes com
CJD, entretanto, as diferentes manifestacdes clinicas parecem estar associadas
a um polimorfismo no cédon 129: a presenca do residuo de valina nessa posi¢cao
determina o fendtipo de CJD, enquanto que a presenca do residuo de metionina
ocorre nos pacientes com FFI (MEDORI et al. 1992). Outra mutagéo no residuo
200 de Prnp, que leva a substituicdo de um aminoécido de glutamina para lisina

também esta associada a FFl.

1.1.2.2.5 Doencas psiquiatricas

A manifestacdo de alguns sintomas psiquiatricos nas doencas causadas
por prions, levantaram a possibilidade de que mutacdes em Prnp também
podem estar relacionadas na etiologia de doencas psiquiatricas. De fato,
SAMAIA et al. (1997), identificaram uma variante alélica no codon 171 no gene
de PrPc em individuos pertencentes a uma familia com alta incidéncia de
doenca esquizoafetiva ou esquizofrénica, demonstrando, pela primeira vez, a

associacao desse tipo de doenca com PrPc.

1.1.2.2.6 Epilepsias

Recentemente, WALZ et al. (2003) e WALZ et al. (2004) demonstraram
uma alta frequéncia da variante alélica de PrPc (Asnl171Ser) em epilepsias do
lobo temporal mesial relacionadas a esclerose hipocampal e a mal-formacdes do

desenvolvimento cortical.
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Tabela 2 - Principais modificagcdes em PrPc (mutacdes e inser¢cdes) associadas

a doencas.
Cédons Mudancas em PrPc Doencas associadas Referéncias

51-90 Insercdo 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/Vval GSS (Doh-ura et al. 1989)
131 Gly/Vval 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/lle CJD (Kitamoto et al. 1993)
183 Thr/Ala CJD (Nitrini et al. 1997)
187 His/Arg GSS (Cervenakova et al. 1999)
188 Thr/Lys Deméncia (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/lle CJD (Pocchiari et al. 1993)
211 Glu/GIn CJD (Peoc'h et al. 2000)
212 GIn/Pro GSS (Piccardo et al. 1998)
217 GIn/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 CONVERSAO DE PrPc PARA PrPsc

O mecanismo patogénico das TSEs envolve a conversdo de PrPc na
forma patogénica, que é insolivel em detergentes né&o-ibnicos e parcialmente
resistente a proteases. A participacdo de PrPc é absolutamente necessaria para
a infecgdo, uma vez que animais deficientes para o gene de PrPc séo totalmente
resistentes a infeccdo BUELER et al. 1992). O evento central na conversdo de
PrPc para PrPsc € a mudanca conformacional da estrutura predominantemente
alfa-helicoidal de PrPc para a uma estrutura rica em folhas beta (PRUSINER
1998).

Existem duas hipéteses para a conversdao conformacional de PrPc em
PrPsc. A primeira delas denominada modelo de molde assistido, postula que a
interacdo entre PrPsc (introduzido exdgenamente) e PrPc (enddgeno) induz a
conversdo de PrPc em PrPsc. Para isso uma outra proteina, denominada de
proteina X, auxiliaria na formacdo de um estado intermediario entre PrPc e
PrPsc. Uma alta barreira de energia pode prevenir a conversao expontanea de
PrPc em PrPsc (Figura 3A) (AGUZZI e POLYMENIDOU 2004).

A segunda, denominada de modelo de polimerizacdo de nucleacao,
propdem que PrPc e PrPsc estdo em um equilibrio termodindmico reversivel.
PrPsc monoméricos podem ser recrutados e eventualmente agregar-se
formando placas semelhantes a amildides. A fragmentacdo de agregados de
PrPsc aumenta o nimero de nucleos de agredados, que podem recrutar outros
PrPsc e assim resultar em uma replicacdo exponencial do agente (Figura 3B)

(COME et al. 1993).
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Para testar estas hipdteses, é necessario conhecer as caracteristicas
estruturais de ambas as proteinas PrPc e PrPsc. A estrutura de PrPc tem sido
intensivamente estudada com métodos de alta resolu¢do, como cristalografia e
ressonancia 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 polipeptidico amino-
terminal (23-120) é flexivel e desordenado e a regido carboxi-terminal possui
uma estrutura globular (alfa-hélice e folha b). J& a determinacdo da estrutura de
PrPsc torna-se prejudicada devido a insolubilidade dos agregados (CAUGHEY

1991; CAUGHEY et al. 2001).
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A- Modelo de molde assistido

QOO
0020 - @-O o--¢

PrPC ProteinaX PrP' PrP*°
|

B- Modelo de polimerizagdo em nucleacao

8@0@ + % % %

Prp° Prp®

Legenda: A, no modelo de molde assistido, a principal estapa é a formacdo de um estado
intermediario de PrPc (PrP') quando interagido, por exemplo, com uma chaperonina molecular
(proteina X). Este intermediario pode interagir com PrPsc (monomérico ou oligomérico), o qual
atua como um molde para sua conversao; B, ja no modelo de polimerizacdo em nucleagéo,
PrPsc é um pequeno oligdbmero que age como uma semente recrutando, convertendo e
estabilizando PrPc para a forma infecciosa.

Figura 3 - Modelos para converséo 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 conversdo 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).
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Um novo sistema de conversao 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 proteina prion recombinante (residuos 89-230) foram capazes de induzir TSE
guando injetadas em camundongos transgénicos que superexpressam a mesma
sequéncia de PrP (89-230) (LEGNAME et al. 2004).

Embora inimeros estudos tenham estabelecido a conversédo de PrPc em
PrPsc como o evento patogénico central da doenca pridnica a participacao de
outros fatores celulares na conversdo de PrPc é ainda desconhecida.

SUPATTAPONE et al. (2001), DELEAULT et al. (2003) e KIRBY et al.
(2003) demonstraram que moléculas especificas de RNA codificadas pelo
hospedeiro estimulam a amplificacdo de PrPres in vitro. Este dado fornece
evidéncias que outros fatores, como RNA, podem ter um papel na patogénese
das doencas de prion.

Especula-se ainda que chaperoninas possam regular a transicédo

confomacional de PrPc paraPrPsc (DEBBURMAN et al. 1997; ZAHN 1999).
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1.3 VIAS DE DISSEMINACAO DA DOENCA E NEUROINVASAO

Sabe-se que o0 agente infeccioso pode converter PrPc no sistema nervoso
central, mas em algumas formas da doenca os prions “replicam-se” e acumulam-
se primeiramente em tecido linfoide (AGUZZI et al. 2003). O agente infeccioso
ingerido oralmente pode ser absorvido pelo intestino e encontrar a corrente
sanguinea, na qual é transportado para os 6rgaos linféides, neste tecido ocorre
a primeira etapa de “replicacdo” e acumulacédo 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 varios 6rgaos (AGUZZI et al.
2003; KIMBERLIN e WALKER 1989). Além disso, estudos recentes usando
técnicas de perfusdo e deplecdo capilar em animais injetados com PrPsc
purificado sugeriram que prions podem alcancar o cérebro diretamente, atraves
da transposicdo da barreira hemato-encefalica (BANKS et al. 2004).
Considerando as rotas pelo qual o agente infeccioso alcanca o cérebro, parece
claro que prions podem estar associados com Varios tecidos periféricos e fluidos

bioldgicos (Figura 4).
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{;’} Sitios de converséo de prion

Cérebro

Sitios de transporte de prion

Tonsilas
Sistema Linfoide
Sangue
Nervos Periféricos
Baco

Apéndice

Placa de Peyer

Fonte: Desenho esquematico adaptado de SOTO (2004).

Legenda: Prions ingeridos oralmente podem ser absorvidos no intestino, principalmete nas
placas de Peyer, e transportados para os fluidos linféide e sanguineo. Apdés a etapa de
“replicagdo” periférica no baco, apéndice, tonsilas ou outros tecidos linféides, os prions podem
ser transportados para o cérebro principalmente pelos nervos periféricos. Penetragdo direta
cruzando a barreira hemato encefélica é também possivel.

Figura 4 - Tecidos humanos e fluidos corpéreos envolvidos na propagacao e
transporte de prion.

1.4 DIAGNOSTICO E TERAPIA

Até o presente momento ndo existe um diagnostico pré-mortem preciso
para TSEs. Em humanos o diagnostico € baseado em exames clinicos. O
diagnéstico definitivo pode somente ser feito pds-mortem por analises

histologicas de cérebro observando as mudancas espongiformes, astrogliose e
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placas amiléides (embora essas placas ndo sejam consistentemente
semelhantes em todas TSEs). Embora a bidpsia cerebral tenha sido usada para
estabelecer um diagnéstico definivo, seu alto custo e invasividade sdo fatores
determinantes para que 0S pacientes se recusem a realizar 0 exame ou que
estes sejam questionados eticamente. Além disso, a bidpsia cerebral gera
resultados falso-negativos, nos casos em que a amostra tecidual ndo representa
a area do cérebro infectada.

O diagnéstico clinico para sCJD é baseado em uma combinacao de sinais
clinicos como: deméncia multi-focal progressiva, mioclonia, sinais cerebelares e
visuais juntamente com um eletroencefalograma (EEG) com complexos (1-
2ciclos/segundo) periodicos caracteristicos. Um importante aspecto para
diagnosticar sCJD, e distingui-la de doenca de Alzheimer e outras deméncias, é
a rapida progressao de sintomas clinicos e o curto periodo da doenca, que é
frequentemente menor que dois anos. Técnicas de imagem, como ressonancia
magneética sdo usadas geralmente para excluir outras enfermidades (COLLINS
et al. 2000; INGROSSO et al. 2002; BRATOSIEWICZ et al. 1999).

A manifestacao clinica de fCJD € muito similar a sCJD. Para estabeler o
diagnostico de fCJD é realizado uma triagem genética para mutacdes em Prnp
precedida de um acompanhamento na histéria familial BRATOSIEWICZ et al.
1999). vCJD inicialmente aparece como uma desordem neuropsiquiatrica
progressiva que é caracterizada por sintomas de ansiedade, depressao e iluséo.
Esta é combinada com ataxia, mioclonia e demencia. vCJD é diferenciada de
sCJD pela duracdo da doenca (frequentemente mais que 6 meses) e analise de

EEG (vCJD ndo apresenta o padrdo atipico que € observado em sCJD)
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(COULTHARD et al. 1999). Além disso, como muitos casos de vCJD tém
mostrado positividade para o teste de coloracédo para PrPres em tecido inféide
(tonsilas e apéndice), uma bidpsia pode ajudar no diagnéstico (SOTO 2004).

Ja GSS é uma doenca hereditaria de padrdo dominante com 100% de
penetrancia caracterizada por deméncia, ataxia, convulsdes e um longo periodo
de incubacéo (cinco a oito anos) (BOELLAARD et al. 1999; GHETTI et al. 1995).
O diagnodstico é estabelecido por exames clinicos e triagem genética para
mutacdes em Prnp. FFI também é uma doenca hereditaria dominante ligada a
mutaces em Prnp. Entretanto, o principal sinal clinico associado com FFl é a
insbnia, que é seguida por mioclonia, alucinagéo, ataxia e deméncia (CORTELLI
et al. 1999).

No momento ainda ndo ha disponivel terapia para doencas pridnicas,
embora abordagens promissoras tenham sido exploradas. Diversas substancias
parecem possuir propriedades de cura para prion in vitro, incluindo Vermelho
Congo (CAUGHEY e RACE 1992), anfoterecina B, antraciclinas (TAGLIAVINI et
al. 1997), polianions sulfatados (CAUGHEY e RAYMOND 1993), porfirinas
(PRIOLA et al. 1999), poliaminas (SUPATTAPONE et al. 2001), peptideos
(SOTO et al. 2000), curcumina CAUGHEY et al. 2003) e mais recentemente
pequenas moléculas de RNA de interferéncia (DAUDE et al. 2003). No entanto,

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

15.1 Do gene aproteinaprion 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, esta contida
toda a fase aberta de leitura da proteina, sendo assim, Prnp nao sofre “splicing”
alternativo. Uma vez codificada, a proteina apresenta aproximadamente 250
aminoacidos (27kDa), com um peptideo sinalizador na extremidade amino-
terminal que é clivado no reticulo endoplasméatico durante a biossintese de PrPc.
Um peptideo hidrofébico na por¢céo carboxi-terminal também é removido durante
a adicdo de uma ancora de GPI (glicosil-fosfatidi-inositol). Além disso, outras
modificacbes pods-traducionais ocorrem na molécula como: adicdo de
oligossacarideos N-ligados em regiées consenso (asparaginas nas posi¢cdes 180
e 196) e formacdo de uma ponte dissulfeto intramolecular entre os residuos de

cisteina 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 proteina de aproximadamente
27kDa. CHO séo sitios de glicosilagdo nos residuos 180 e 196. Ponte dissulfeto (S-S) formada
nos residuos (179 e 214). PS, peptideo sinal (22 aminoacidos) e GPI, glicosil fosfatidil inositol.

Figura 5 - Esquema representativo da estrutrura génica de PrPc murino.

15.2 Expressao e distribuicdo celular de PrPc

PrPc € constitutivamente expresso em diferentes tecidos de animais
adultos BASLER et al. 1986) e suas concentracdes sao 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 expressao do mRNA de PrPc parece ser variavel durante as fases do
desenvolvimento embrionario como mostrado por varios trabalhos realizados
através de hibridizacéo 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 apds o nascimento. Também foi
encontrado nas células de Purkinje, no hipocampo, na medula espinhal, em
ganglios periféricos e nervos (MCKINLEY et al. 1987).

Publicacbes 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, encontrouse expressao do mRNA de PrPc a partir de E9, 5 em cérebro e
medula espinhal (MIELE et al. 2003). ApGs 0 nascimento a expressédo da
proteina aumenta até um pico de expressdo no dia 14 pds-natal. Dependendo
da regido do cérebro, estes niveis se mantém ou diminuem no animal adulto; no
bulbo olfatério e no hipocampo a expressao é mantida alta, enquanto que no
cortex esta diminui (SALES et al. 2002). A expressdo também é diferencial de
acordo com o tipo neuronal, enquanto neurbnios gabaérgicos expressam
grandes quantidades de PrPc, neurbnios dopaminérgicos nao expressam
praticamente nada. Esta regulacao parece ocorrer ao nivel pos-transcricional, ja
gue o RNA mensageiro aparece bastante abundante na maioria dos neurénios
(FORD et al. 2002a). No animal adulto, além do cérebro, PrPc foi visto em
nervos periféricos, ganglios simpaticos e células componentes do sistema
imune, como células dendriticas (FORD et al. 2002b).

Em relacdo a localizagdo subcelular, a proteina foi vista em membranas
celulares pré-sinapticas (HERMS et al. 1999), em axdnios em crescimento
(SALES et al. 2002) e no citosol de alguns tipos neuronais MIRONOV et al.
2003).

A internacdo de PrPc da membrana plasmatica ocorre constitutivamente

em cultura celular e na grande maioria das vezes a proteina recicla e retorna
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para a membrana plasmatica sem ser degradada SHYNG et al. 1993). Este
processo € relacionado com a disponibilidade da proteina na superficie celular e
envolve vias de internacdo que podem ser criticas para a funcao fisioldgica de
PrPc. Desta forma, o trafego e a localizacdo especifica de PrPc podem oferecer
condicbes favoraveis para interacdo com outros ligantes e/ou com PrPsc
propiciando a conversdo em moléculas infecciosas.

O trafego de PrPc parece ser um evento celular complexo e pode
envolver mais que um mecanismo de internacdo como cavéola e vesiculas
encapadas por clatrina (Figura 6) (PRADO et al. 2004). Experimentos iniciais
mostraram a presenca de PrPc em organelas endociticas (SHYNG et al. 1993) e
um possivel envolvimento de vesiculas encapadas por clatrina (SHYNG et al.
1994). Entretanto, PETERS et al. (2003) afirmaram que a internacédo de PrPc se
d& por cavéola. Além disso, foi mostrado que o cobre € capaz de estimular a
endocitose de PrPc de aves e de mamiferos (LEE et al. 2001; PERERA e
HOOPER 2001; BROWN e HARRIS 2003). Foi sugerido ainda que a ligacéo de
cobre a PrPc (item1.71) poderia alterar a conformacéo do mesmo de tal maneira
que aumentaria a sua afinidade por um possivel receptor PAULY e HARRIS
1998).

E importante ressaltar que algumas mutacdes em Prnp, relacionadas as
doencas pridnicas, sdo capazes de alterar o trafego e/ou a localizacdo da
proteina. Foi proposto que a mutagéo do residuo de alanina 117 para valina, que
ocorre em GSS, pudesse estimular a producdo de uma molécula
transmembranica de PrPc e que essa biogénese anormal seria um componente

chave para a neurodegeneracdo (HEGDE et al. 1998). As substituicdes dos
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residuos de PrPc (E200K e D178N) relacionadas com as doencas de CJD e FFI
causam anomalias na distribuicdo de PrPc (NEGRO et al. 2001). Outras
mutagdes, que introduzem um novo cédon de terminagdo produzindo PrPc
truncado, resultam na translocacdo da proteina para o nucleo LORENZ et al.
2002). Assim, o0 enovelamento errbneo, bem como o desvio da trajetoria normal
tomada por PrPc mutantes pode ser um fator importante para a patogénese,
sugerindo mais uma vez que o trafego de PrPc esta intimamente relacionado
com a sua funcao fisiologica.

PrPc se mostra presente em dominios especializados de membrana
plasmatica ricos em esfingolipidios e colesterol denominados de “rafts”. Dados
recentes indicam que a regido N-terminal de PrPc (residuos 23-90) atua como
um sitio determinante da localizacdo de PrPc em “rafts” (WALMSLEY et al.
2003). Nestes dominios grande parte de proteinas ancoradas via GPI
encontram-se acumuladas e podem sofrer um mecanismo de internacao
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 plasmatica e endossomos de
reciclagem precoces. Além disso, a dinamina, uma GTPase envolvida na
excisdo de vesiculas endociticas, participa nos passos iniciais da internacao de
PrPc (MAGALHAES et al. 2002).

No que se refere a conversdo de PrPc em PrPsc, alguns estudos
propdem diferentes compartimentos celulares envolvidos no processo. Foi
demonstrado que o transporte retrogrado de PrPc para o reticulo

endoplasmatico estimula a formacéo de PrPsc nas células infectadas por prion
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(BERANGER et al. 2002), dando suporte aos estudos anteriores que sugerem
que a conversdo de PrPc para PrPsc da-se apés a internacdo de PrPc nos
compartimentos intracelulares (MCKINLEY et al. 1991; ARNOLD et al. 1995).
Por outro lado, foi proposto que a conversao de PrPc para PrPsc pode ocorrer
na membrana plasmatica dentro dos “rafts”, onde normalmente as moléculas de
PrPc estdo agrupadas (KANEKO et al. 1997). Além disso, BARON et al. (2002)
mostraram que a conversao de PrPc para PrPsc pode ocorrer em um sistema
livre de células, contendo somente uma preparacdo de dominios de membrana
ricos em colesterol e uma fracdo microssomal. O fator essencial para que ocorra
a conversao nesse sistema € que o indculo de PrPsc esteja contido em uma
membrana contigua aquela de PrPc. Interessantemente, foi mostrado que PrPc
pode ser transferido de uma célula para outra, nas condicbes em que a proteina
quinase C esteja ativada e que as células doadoras e receptoras estejam em
contato fisico (LIU et al. 2002). Assim, o0 mecanismo de conversdo parece

ocorrer tanto em compartimentos intracelulares como na membrana plasmatica.
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Legenda: Em condicbes normais, PrPc é sintetizado no reticulo endoplasmatico e sofre
modificacfes pos-traducionais no lumen deste (1). Apo6s a sintese, a proteina é enderecada para
a membrana plasmatica atravessando o complexo de Golgi (2). Quando em contato ou ndo com
um ligante (3) PrPc é internado podendo trafegar através do Golgi, endossomos iniciais e de
reciclagem e ainda podendo ser encaminhado para degradacdo em lisossomos (4). Em
condi¢cdes anormais, é sugerido que PrPc, quando em contato com PrPsc em compartimentos
intracelulares (5) ou na superficie celular (6), seja convertido em PrPsc. Devido a sua
insolubilidade, PrPsc torna-se resistente a degradacédo e seu acumulo acarreta em morte celular.
O pontilhado azul separa as condigbes normais e anormais no diagrama acima.

Figura 6 - Trafego de PrPc e PrPsc.

1.6 CAMUNDONGOS DEFICIENTES DE Prnp

Véarias abordagens foram conduzidas para a geracdo de animais
transgénicos onde o gene de PrPc foi removido, na tentativa de gerar modelos
para o estudo ndo sO da patogénese e transmissdo das doencas pridnicas, mas

também para esclarecer a importancia biolégica de PrPc.
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Todas as cepas de animais deficientes para Prnp apresentaram-se
completamente resistentes a infeccdo por prions, confirmando que PrPc é
absolutamente necessario para o processo de infeccao BUELER et al. 1992;
MANSON et al. 1994; MALLUCCI et al. 2002 e 2003).

Entretanto, no que se referem as funcdes fisiolégicas de PrPc, os
resultados mostrados por esses animais ainda sédo contraditérios.

O grupo do Prof. Charles Weissmann, gerou a primeira linhagem de
camundongos, denominada de Zurich-l ou Prnp®°, na qual somente a regi&o
codificadora de Prnp (residuos 4-187) foi substituida por um marcador de
selecdo (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
sele¢cdo (neomicina) em um unico sitio Kpn | contido na fase aberta de leitura de
Prnp, interrompendo a regido codificadora de Prnp.

Os animais Zurich-1 Prnp®°, ndo apresentaram nenhuma anormalidade
severa BUELER et al. 1993). Entretanto, outros grupos mostraram que estes
camundongos (MOORE et al. 1999) possuiam uma diminuicdo da LTP ("long
term potenciation™) no hipocampo e uma alteracao no ritmo circadiano (TOBLER
et al. 1996).

Nosso grupo descreveu que animais Zurich-I Prnp®° (BUELER et al. 1992)
sdo mais sensiveis a drogas convulsivantes (WALZ et al. 2002) e possuem
atividade locomotora alterada (ROESLER et al. 1999). Além disso, descrevemos

que a consolidacdo das memorias de curta e longa duragdo apresenta-se
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prejudicadas em animais Prnp®®

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 primarias neuronais
provenientes de animais Zurich-l Prnp®® sdo mais resistentes a apoptose
induzida por estaurosporina devido a diminuicdo de atividade e expressao de
caspase 3, p53 e aumento de expressédo de Mdm-2 (PAITEL et al. 2004).

Outras trés cepas de camundongos deficientes para PrPc foram geradas
(Prnp™" Nagazaki, Rcm0 e Prnp”Zurich Il) com extensas delecées na sequiéncia
gue flanqueia a regiao codificadora de Prnp.

No camundongo Prnp” Nagazaki, ndo sé a regido codificadora de Prnp,
mas também 0,9 kb do intron 2 a 5’ da regido ndo codificadora, e 0,45 kb da
regido 3’ ndo codificadora de Prnp foram deletadas e substituidas por um
marcador de selecdo (neomicina) (SAKAGUSHI et al. 1996). Nos camundongos
Prnp™”zurich I e RcmO a regido codificadora de Prnp e a sequéncia que
flanqueia a ultima foram substituidas por uma sequéncia 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 delecdes em Prnp (Prnp™
Nagazaki, RcmO e Prnp™ Zurich 1) desenvolveram distirbios motores (ataxia) e
diminuicdo 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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fenotipo foi atribuido originalmente a auséncia de PrPc, porque a introducédo de
um Prnp transgénico abolia a neurodegeneracdo nesses animais.

A discrepancia de fendtipos entre diferentes animais deficientes para Prnp
foi posteriormente solucionada, quando WESTAWAY et al. (MOORE et al. 1999)
sequenciaram a regido a jusante de Prnp. Neste dominio, foi descoberta a
sequéncia codificadora de uma proteina com homologia a PrPc denominada de
Doppel (Dpl) (“downstream of the Prnp locus”). Dpl é uma proteina N-glicosilada,
ancorada via GPI, normalmente expressa em diferentes tecidos, mas ndo em
cérebro poés-natal (SILVERMAN et al. 2000). Sua funcéo fisiolégica ainda é
desconhecida, mas sua auséncia causa esterilidade em camundongos machos
(BEHRENS et al. 2002). Nas linhagens de camundongos deficientes para Prnp
que desenvolvem ataxia, um “splicing” intergénico faz com que o gene de Dpl
fique sob controle do promotor de Prnp, provavelmente devido a delecao de uma
sequéncia do intron 2 de Prnp que inclui seu sitio aceptor de “splincing”, levando
a expressao de altas concentracdes de Dpl no cérebro (MOORE et al. 1999).

O inicio 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 neurodegeneracdo nesses animais é resultado de uma atividade
neurotéxica de Dpl (MOORE et al. 2001; ROSSIlet al. 2001). Para estabelecer o
papel de Dpl no fendtipo neurodegenerativo em camundongos com extensivas
delecdes de Prnp, o grupo de Adriano Aguzzi interrompeu o0 gene de Dpl em
camundongos Zurich Il. Esses animais deletados duplamente para DIlp e Prnp
ndo desenvolveram ataxia, confirmando que este fenétipo € causado por Dpl e

nao pela retirada de PrPc (GENOUD et al. 2004). Entretanto, o mecanismo
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molecular pelo qual a superexpressao de Dpl no cérebro induz a degeneracéo
cerebelar continua sob investigacéo.

Em 2002, COLLINGE et al. gerou uma linhagem de camundongos duplo
transgénicos usando o sistema de Cre/LoxP, a fim de examinar os efeitos da
deplecdo poés-natal de PrPc na sobrevivéncia neuronal e funcdo no cérebro
adulto (MALLUCCI et al. 2002). Cre, uma recombinase de bacteriéfago (SAUER
2002) sob controle do promotor de neurofilamento H, medeia a delecédo de PrPc
apenas em neurdnios de animais transgénicos (Cre/LoxP) apds 9 semanas de
idade. Esses animais permaneceram saudaveis sem evidéncias de
neurodegeneracao ou outras mudancas histopatologicas por mais de 15 meses
apos a recombinacdo. Entretanto, em uma avaliagdo neurofisiolégica os animais
mostraram uma reducdo significante de potenciais de hiperpolarizacéo tardia em
células CA1 do hipocampo, sugerindo um papel direto para PrPc na modulacao
de excitabilidade neuronal. O mesmo grupo demonstrou que esses animais,
“knockout” condicionais para Prnp neuronal, quando infectados por prion,
apresentaram reversdo da espongiose, da perda neuronal e da progressao
clinica da doenca. Assim, esses resultados sugerem que a propagacao de PrPsc
ndo neuronal ndo € neurotéxica, mas sim patogénica (MALLUCCI et al. 2002 e
2003).

Juntos esses resultados sugerem que o fendtipo apresentado pelos
animais deletados para Prnp ndo é totalmente normal, mas que algo mais
grosseiro possa ser evitado por mecanismos compensatorios causados por

proteinas redundantes a PrPc (BUELER et al. 1992).
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1.7 PrPc: FUNCOES BIOLOGICAS E SEUS LIGANTES

1.7.1 Ligantes de PrPc descritos

Como PrPc é extremamente conservado evolutivamente (GABRIEL et al.
1992), sugere-se que tenha funcdo celular importante. Atualmente, muitos
grupos de pesquisa vém trabalhando com diferentes modelos com a finalidade
de entender a funcdo bioldgica de PrPc. Por exemplo, foi proposto que o
receptor de laminina de 66kDa interaja com PrPc e participe da sua internacdo
(GAUCZYNSKI et al. 2001). Recentemente, foi mostrado que este receptor é
requerido para a propagacdo de PrPsc em células neuronais infectadas com
scrapie (LEUCHT et al. 2003). PrPc interage também com plasminogénio e
modula sua atividade (ELLIS et al. 2002).

Além disso, é sabido que PrPc associa-se a ions cobre na regido dos
aminoacidos 51-89, onde ha cinco repeticbes de um dominio de oito
aminoacidos (“octarepeats”), sendo esta ligacdo importante na estabilizacéo
estrutural da molécula (MIURA et al. 1996; BROWN et al. 1997a). Recentemente
foi mostrado que a capacidade de ligagdo a cobre radiotivamente marcado na
membrana celular era diretamente dependente da concentracdo de PrPc
(RACHIDI et al. 2003).

O cobre é um elemento importante para varias enzimas envolvidas com a
protecdo contra estresse oxidativo e, de fato, foi observado que PrPc possui
uma atividade semelhante a da enzima superdxido dismutase (BROWN e
BESINGER 1998). Foi mostrado também que PrPc participa na modulacédo da

ativacdo de plasminogénio tecidual de maneira dependente de ions cobre
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(ELLIS et al. 2002). Além disso, células de animais deficientes para PrPc séo
mais sensiveis a radicais livres que células normais BROWN et al. 1997b e
2002). Esta observacao complementada pelo fato de que a reintroducéo do gene
de PrPc reverte o fendtipo de sensibilidade (VASSALLO e HERMS 2003),
sugerem que PrPc faca parte de um sistema de protecdo contra o0 estresse
oxidativo. Este, no entanto, € um ponto controverso e recentemente foi visto que
animais deficientes para PrPc ou que super-expressam PrPc ndo possuem
nenhuma alteracdo na atividade de SOD (HUTTER et al. 2003).

Além destas ja descritas aqui, inumeras moléculas foram identificadas
como sendo ligantes ou receptores de PrPc, tais como Aplpl, 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 sequéncias
de acido nucléico (DNA) que convertem a isoforma celular para conformacao
rica em folhas b-pregueadas (CORDEIRO et al. 2001). Contudo, a maioria
dessas interagcdes ndo trouxe novas informacdes em relacdo a funcao celular de
PrPc, devido a falta de demonstracéo de um evento fisioldgico associado.

Existem evidéncias que sugerem que PrPc poderia ser uma molécula de
sinalizacdo. Por exemplo, MOUILLET-RICHARD et al. (2000) mostraram que
PrPc pode sinalizar ativando Fyn quinase em uma linhagem celular capaz de se
diferenciar em neurdnio. Outras moléculas importantes para 0s processos de
sinalizacdo 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 catalitica de proteina caseina
kinase, aumentando a atividade de fosfotransferase desta enzima (MEGGIO et
al. 2000).

Recentemente, foi descrito o envolvimento de PrPc no estimulo de vias
de sinalizacdo de Fyn quinase, fosfatidi-inositol3 quinase (PI3K), proteina
quinase dependente de cAMP (PKA) e proteina quinase ativada por mitégenos
(MAPK), em cultura de células granulares do cerebelo, o que resultou em

crescimento neuritico (CHEN S et al. 2003).

1.7.2 PrPc como ligante de proteinas de matriz extracelular
1.7.2.1 Laminina

Algumas interacbes demonstradas pelo nosso grupo foram de
fundamental importancia no conhecimento sobre o papel fisiol6gico de PrPc.

Uma delas é a interacdo especifica 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 neuritogénese, tanto em
células PC-12 quanto em células de cultura priméaria de hipocampo de ratos e
camundongos (GRANER et al. 2000a e b). O sitio de ligacdo de Ln ao PrPc é o
decapeptideo RNIAEIIKDI) situado na regiao carboxi-terminal da cadeia gl de
Ln (GRANER et al. 2000a e b) e o dominio de PrPc onde Ln se liga compreende
0s aminoacidos 173-183 (COITINHO et al. 2003, Anexo 4).

Laminina é a principal proteina ndo colagénica da matriz extracelular e é

importante para um grande numero de processos biolégicos, como por exemplo
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embriogénese, formagdo de tecidos, fendbmenos imunolégicos entre outros.
Laminina é constituida de trés cadeias, a, b e g, que se arranjam em forma em
cruz, com os bracos mais longos de cada cadeia formando uma hélice (BECK et
al. 1990). Até o presente momento foram descritos 5 tipos diferentes de cadeias
a, trés de cadeia b e 3 de cadeia g o que possibilita a formacao de 45 potenciais
tipos diferentes desta molécula, até hoje apenas 15 tipos ja foram demonstrados
in vitro e in vivo (COLOGNATO e YURCHENCO 2000). No hipocampo, a forma
predominante é laminina 10, composta pora5blgl (INDYK et al. 2003).

Durante o desenvolvimento, do sistema nervoso periférico, ha expressao
proeminente de varias de cadeias de Ln no trajeto a ser seguido pelos ax6nios
em crescimento, sendo a cadeia gl presente em todos os momentos (LENTZ et
al. 1997). Em ganglios da raiz dorsal adultos h4 uma alta expressdo da
subunidade gl (LE BEAU et al. 1994), que aumenta apos lesdes (LE BEAU et al.
1995).

O papel desta proteina no sistema nervoso € extremamente vasto e muito
bem documentado (LUCKENBILL-EDDS 1997). A sobrevivéncia neuronal
(CHEN e STRICKLAND 1997; CHEN e STRICKLAND 2003; CHEN et al. 2003) e
0 crescimento neuritico sdo promovidos por laminina e podem ser vistos tanto
em neurbnios centrais quanto em periféricos (MANTHORPE et al. 1983; LIESI et
al. 2001).

Os principais receptores celulares para laminina séo as integrinas, sendo
vérias as combinac¢des de sub-unidades capazes da ligacdo em laminina como
por exemplo, alblTOMASELLI et al. 1990), a3b? (GEHLSEN et al. 1992;

TASHIRO et al. 1999; SHANG et al. 2001), a6b1 (SONNENBERG et al. 1991),
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aVb3 SASAKI e TIMPL 2001). Além disso, a maioria dos trabalhos mapeia o
dominio de ligacdo a integrinas na subunidade a de laminina, porém este nédo
inclui o peptideo RGD, conhecido por ser responsavel pela ligacdo de
fibronectina ou vitronectina as integrinas. Por outro lado também foi descrita a
ligacdo de avb3 ou a5bl na cadeia gl da laminina (PONCE et al. 2001).

No braco longo da cadeia gl também ha um dominio ativo que participa
na inducéo de crescimento de neuritos, na migracdo neuronal e na regeneracao
do sistema nervoso (LIESI et al. 2001; LIEBKIND et al. 2003; WIKSTEN et al.
2003). Este é o dominio de laminina responsavel pela ligacdo 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 interacao de
PrPc com Ln (GRANER et al. 2000a e b), decidimos investigar se a interagao de
PrPc com outra proteina de matriz extracelular, vitronectina (Vn) também
poderia exercer algum papel biolégico no sistema nervoso. Estes resultados
fazem parte da tese e serao relatados no item resultados (4.4-Anexo 4)

Vn é uma glicoproteina abundante no sangue em diversos tecidos, que
estd envolvida em varios processos biologicos tais como adesdo celular,
mecanismo de defesa humoral e invaséo celular (PREISSNER 1991).

VN foi purificada a partir de soro em 1967, por HOLMES, e denominada
“serum-spreading factor” por ser capaz de provocar adesao celular, de modo
semelhante a fibronectina (PREISSNER 1991). Com o desenvolvimento de

anticorpos especificos tornou-se possivel verificar a presenca de Vn em musculo
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esquelético, rins, tecido conjuntivo e membranas fetais (HAYMAN et al. 1983). A
maior parte da Vn encontrada no plasma € proveniente do figado, mas células
do musculo liso arterial e gliobastomas também sdo capazes de produzi-la e
secreta-la. Foi detectada sua presenca também em plaguetas, macrofagos
(PREISSNER 1991) e células do sistema nervoso, como astrécitos e neurdnios,
principalmente células de Purkinje (MARTINEZ-MORALES et al. 1995;
SEIFFERT 1997; MARTINEZ-MORALES et al. 1997; WALKER e MCGEER
1998). Também foi descrita em &reas de fibrose e necrose em vérios tecidos,
incluindo doencas do sistema nervoso (SEIFFERT 1997).

A fase aberta de leitura do gene de Vn codifica para uma proteina de 459
aminoacidos e peso molecular aparente de 75 kDa. Um peptideo sinal de 19
aminoacidos sinaliza a secrecdo de Vn para 0 meio extracelular e trés sitios
consenso sdo sinais de glicosilacdo, sendo que os agucares podem contribuir
com cerca de 30% da massa da proteina. 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 secundaria foi
proposta recentemente por XU et al. (2001).

Ha duas formas de Vn presentes no sangue: uma Unica cadeia
polipeptidica de 75 kDa, e outra de duas cadeias de 65 e 10kDa interligadas por

274_Cys*3). A forma predominante de Vn na circulac&o

uma ponte dissulfeto (Cys
é a forma monomérica. A proteina em sua forma nativa praticamente nédo
apresenta sulfidrilas livres, enquanto a forma desnaturada apresenta duas, de

modo que a desnaturacdo aumenta a tendéncia de formacdo de pontes

dissulfeto entre moléculas e, conseqiente oligomerizacdo. Acredita-se que esta
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seja a forma da proteina preferencialmente encontrada na matriz extracelular
(PREISSNER 1991; ZHUANG et al. 1996a e b).

Assim como a fibronectina, Vn possui multiplos sitios ativos: um sitio de
ligacdo a integrinas, um sitio de ligacdo a glicosaminoglicanos e um sitio de
ligacdo ao complexo trombina-antitrombina (SUZUKI et al. 1985; RUOSLAHTI e
PIERSCHBACHER 1987).

A primeira funcéo biologica atribuida a Vn foi sua capacidade de provocar
adesado celular, configurando-se na principal proteina de adesédo presente no
soro, sendo capaz de substitui-lo no papel de indutor da adesdo (HAYMAN et al.
1983). Esta propriedade advém tanto da ligacdo com heparina quanto da
interacdo do dominio RGD com integrinas. As integrinas ligam-se as proteinas
de matriz e formam “clusteres” na membrana celular, o que leva a interagcdo com
proteinas de citoesqueleto e ao mesmo tempo dispara cascatas de sinalizacdo
intracelulares. A ligacdo de uma proteina de matriz a diferentes integrinas
depende do tipo e do ambiente celular e faz com que diferentes cascatas de
sinalizacdo possam emergir a partir da ligacdo de uma molécula, levando a
célula a processos metabdlicos distintos. Por outro lado, uma mesma integrina
pode ligar-se a mais de uma proteina de matriz, resultando em perda de
especificidade e redundancia (HYNES 1992; GIANCOTTI e RUOSLAHTI 1999;
HYNES 2002).

No que diz respeito a sua ligacdo com integrinas, Vn é capaz de promover

0 espraiamento celular de maneira dependente de a,bs e mediada pela via de

MAPK (ROBERTS et al. 2003).
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Apesar de suas importantes fungdes no organismo, camundongos
deficientes do gene da Vn possuem fenotipo normal, ndo apresentando nenhum
distarbio de crescimento ou fertilidade. A teoria mais aceita é de que este fato
seria devido a redundancia na ligacdo com integrinas, que na auséncia de Vn
poderiam estar sendo ativadas por outras proteinas de matriz (ZHENG et al.
1995).

Sao de particular interesse as propriedades neurotroficas da Vn. A
aderéncia celular e a expansédo de neuritos foi observada tanto em linhagem
celular (GRABHAM et al. 1992) quanto em culturas priméarias 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 importancia da internacédo de PrPc para o processo infeccioso levou a
sugerir a existéncia de uma proteina receptora/ligante de PrPc que fosse
responsavel por sua internacdo, por possivel transducédo de sinal e ainda, pela
entrada do agente PrPsc e que participasse na infeccao 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 peptideo 106-126 do
PrPc humano é capaz de reproduzir em culturas de células, alguns efeitos do
PrPsc, sendo neurotdxico e formando agregados insolUveis com caracteristicas

de material amildide (FORLONI et al. 1993). Um peptideo menor,
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correspondente aos residuos 106-114, também de PrPc humano, nédo se
mostrou neurotoxico FORLONI et al. 1993). SHYNG et al. (1994) através da
construcdo de proteinas mutantes, demonstraram que a seqiiéncia 117-135 do
PrPc de galinha é necessaria para a endocitose dessa proteina através de
vesiculas de clatrina. Essa sequéncia corresponde aos residuos 105-122 do
PrPc humano. Deve-se enfatizar também que este peptideo estd contido em
uma regido altamente conservada entre a proteina prion celular de varias
espécies (GABRIEL et al. 1992).

De posse destes dados, especulamos que a base para essa
neurotoxicidade seletiva residia no fato do peptideo 106-126 conter o sitio de
ligacdo ao possivel receptor celular capaz de internalizar PrPsc e induzir sinais
toxicos. Assim, fundamentados na teoria da hidropaticidade complementar,
(BRENTANI 1988; BLALOCK 1990) que propde que peptideos codificados por
fitas complementares do DNA sao capazes de interagir entre si, deduzimos uma
sequéncia teorica de um peptideo - HVATKAPHHGPCRSSA - a partir da
sequéncia de nucleotideos complementares aquela que codifica o peptideo 114-
129 do PrPc humano. De acordo com a teoria da hidropaticidade complementar,
o peptideo deduzido deve apresentar a mesma conformacao do sitio de ligacédo
de uma proteina receptora do PrPc e do PrPsc. Esse peptideo foi sintetizado e
utilizado na imunizacdo de camundongos. O anticorpo contra esse peptideo
reconhece, em “immuno-blotting” de preparacdes de membrana plasmatica
purificada de cérebro de camundongos, uma proteina de 66kDa que liga PrPc.
Experimentos de imunofluorescéncia e de microscopia confocal, realizados em

culturas primarias de neurbnio, mostraram que o0 soro anti-peptideo
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complementar reconhece um antigeno na membrana celular. Além desses
resultados esse mesmo soro e 0 peptideo complementar, usado na sua
producdo, sdo capazes de bloquear ex vivo, os efeitos neurotdxicos mediados
pelo peptideo 106-126 (MARTINS et al. 1997).

Portanto, nossos achados sugeriam fortemente a existéncia de um
receptor/ligante para prion que poderia ser responsavel ndo so pela internacéo
dessas proteinas, como também deveria mediar alguma resposta celular ao se
associar a PrPc (MARTINS et al. 1997).

Através de uma combinacdo de experimentos bioguimicos conseguimos
identificar e caracterizar a proteina denominada STI1 ("stress inducible protein
1") como o receptor/ligante de PrPc (detalhes no Anexo IlI- ZANATA et al. 2002).

STI1 ou Hop (“Hsp70/Hsp90 Organizing protein”) € uma co-chaperonina
capaz de se associar diretamente com proteinas de choque térmico de 70 e 90
kDa (SMITH et al. 1993; SCHUMACHER et al. 1994; CHANG et al. 1997).

Chaperoninas moleculares sdo uma familia de proteinas que auxiliam na
conformacdo estrutural de outras proteinas em condi¢bes fisiologicas ou de
estresse. A principal familia de chaperoninas moleculares sdo as proteinas de
choque térmico (Hsps) que séo classificadas de acordo com sua massa
molecular em kDa. Recentemente, inUmeras evidéncias mostram o envolvimento
de co-chaperoninas na regulacéo de chaperoninas, particularmente Hsp70 e 90.

STI1 foi primeiramente identificada em Saccharomyces cerevisiae durante
um estudo genético que visava identificar fatores que induzissem a expressao

génica de proteinas de choque térmico (NICOLET e CRAIG 1989).
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Homoélogos de STI1 tém sido identificados em humanos, camundongos,
insetos, leveduras, plantas, parasitas e virus (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 copia do gene que
codifica STI1 no cromossomo 11gl13.1 e este contém 14 exons.
Interessantemente, o gene de STI1 é flanqueado por genes que codificam
Hsp40 e varios genes relacionados a cancer (Figura 7). JA no genoma murino o
gene que codifica STI1 esta 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 seqiiéncia de
543 aminoacidos resultando em peso molecular aparente de kDa (Figura 7).

Estruturalmente, homdlogos da proteina STI1 sdo definidos pela presenca
de motivos de tetratricopeptideos repetidos (TPR). O entdo chamado motivo
TPR, € uma sequéncia de 34 aminoacidos degenerados, presentes em um
grande numero de proteinas. O dominio TPR é capaz de formar um maddulo
estrutural que direciona interacdes entre proteinas, e tem sido adaptado para
diferentes funcdes de interacbes protéicas (BLATCH e LASSLE 1999). Proteinas
gue contém motivos TPR participam do controle do ciclo celular, transcri¢ao,
auxiliam na conformacao protéica, transporte e translocacéo, transducédo de
sinal, metabolismo de glicose, liberac&o de neurotransmissor e “splicing” de RNA
(SIKORSKIl 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 trés dominios, os quais tem sido
denominados de TPR1, TPR2A e TPR2B, sendo que cada um compreende trés
motivos TPR (SCHEUFLER et al. 2000; VAN DER SPUY et al. 2000). A
cristalizacao da extremidade N-terminal de TPR1 e o dominio central de TPR2A
complexado a Hsp70 e Hsp90 tem sido resolvida (SCHEUFLER et al. 2000),
entretanto, a estrutura do TPR2B ainda néo foi elucidada (Figura 7).

STI1 participa da maturacéo de receptores do horménio esterdide e dados
recentes indicam que STI1 ndo 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 esta envolvida em inGmeros complexos independentes
de Hsp 90 (Tabela 3).

A distribuicdo subcelular de STI1 € predominantemente citoplasmatica.
Entretanto uma pequena fracdo nuclear tem sido observada, implicando a
existéncia de um processo de importacdo de STI1 para o nucleo (LASSLE et al.

1997; LONGSHAW et al. 2004).
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HOP URP2  MGCL134 VEGFB

[I— -

DNAJC4 FKBP2

LRP16

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14

CDNA (2079pb) | [rananaanan

2
:

543 aa

~63kDa1 BT |

NH, TPR1 TPR2ATPR2B COOH

Legenda: O gene de Hop esta localizado no cromossomo 11g13.1 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 proteina de 543 amino&cidos (aa), que consiste de 3 motivos TPR (TPR1,
TPR2A e TPR2B) e um sinal de localizagdo nuclear (NLS). As extremidades Nterminal (NH,) e

C-terminal (COOH) estéo indicadas.

Figura 7 - Estrutura génica de Hop humana.
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Tabela 3 - Complexos multiprotéicos contendo Hop.

49

Processo
celular

Complexo
protéico

Localizacao

Funcao

Referéncias

Transcrigédo

Conformagéao
proteica

Conformagéo
proteica e
translocacéo

Replicacado
viral

Transducéo
de sinal

Diviséo celular

Complexo HSF1
(“heat shock
transcription factor)
Coativador OCA -
S/GAPDH

Complexo Gcn2

Complexo Hspl104

Complexo de
chaperoninas
CDC37
Complexo Harc

Complexos com
proteina prion

Complexo
transcriptase
reversa do virus da
hepatite B
Complexo
EcR/USP

20S complexo
ciclossomal

Nucleo

Nucleo

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
Citoplasma e

membrana
plasmatica

Citoplasma e
nucleo

Citoplasma e
nucleo

Ndcleo

Oligomerizacgéo
de HSF1

Maquinaria
transcricional
Histona H2B
Maturacéo e
regulagdo da

proteina quinase
Gcen2
Resolubilizacédo
de agregados
protéicos

Conformacéao de
proteina quinases

Conformacéao de
proteina quinases
Recrutando e
curando prions

Ativacao da
transcriptase
reversa do virus
da hepatite B
Ativacéo de
receptores
“ecdysone” (EcR)
e RXR(USP) de
Drosoéfila
Destruicdo de
ciclina mitética e
separacédo de
cromatides irmas
durante a mitose

(Bharadwaj et al.
1999)

(Zheng et al.
2003)

(Donze e Picard
1999)

(Glover e
Lindquist 1998)
(Abbas-Terki et

al. 2001)
(Abbas-Terki et

al. 2002)

(Scholz et al.
2001)
(Kryndushkin et
al. 2002) e
(Martins et al.
1997;Zanata et
al. 2002)
(Wang et al.
2002)

(Arbeitman e
Hogness 2000)

(Yamashita et al.
1996)

Interessantemente, modelos de estudo em leveduras abaixo descritos,

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

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

participar do mecanismo de conversdo de PrPc para PrPsc. Varias evidéncias
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indicam que a conversdo de PrP°¢ para PrP*° seja mediada por chaperoninas
(WELCH e GAMBETTI 1998).

Existem varias proteinas de levedura (Saccharomyces cerevisiae) que
podem sofrer conversao estrutural semelhante a proteina prion. A mais estudada
das proteinas prion de levedura € o fator de terminacéo de traducéo (Sup35), o
qual esta relacionado ao determinante [PSI'] (BRADLEY et al. 2002). Este é a
isoforma infecciosa de Sup35 que se propaga por recrutamento da isoforma
soluvel de Sup35 formando um agregado de maneira anadloga a prions de
mamiferos (MASISON 2000). O estado de “prion-like” de Sup35 € caracterizado
por sua agregacao, formacéao de fibras amiloide e parcial inativacéo, que culmina
na formacéo do fenétipo supressor [PSI] (PATINO et al. 1996).

As chaperoninas moleculares, Hspl104, Hsp60 e GroEL (chaperonina
bacteriana homdloga a Hsp60 eucaridtica) tém sido implicadas em participar de
transicdes conformacionais de PrP° para sua isoforma resistente a proteases em
levedura (EDENHOFER et al. 1996; JIN et al. 2000; STOCKEL e HARTL 2001).
Interessantemente, a superexpressdo de STI1 de levedura e chaperoninas
podem interferir com a propagacdo e manifestacdo de prion de levedura [PSI+]
(KRYNDUSHKIN et al. 2002). Além disso, Hspl04, a mais importante
chaperonina de levedura, é estritamente requerida para a propagacéo 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

propagacéao de prion.
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Diante desses dados, podemos notar que varias evidéncias sugerem que
STI1 ndo é simplesmente um adaptador para Hsp70 e Hsp90, pois sua interacao
com diferentes complexos protéicos revela que essa molécula pode participar de
distintos fenbmenos bioldgicos. No entanto, ainda é necessario muita pesquisa
para que possamos entender a (s) funcéo (6es) molecular (es) e celular (es) de

STIL.

1.8 PLASTICIDADE NEURONAL E MEMORIA

Como ja descrito anteriormente, alteracdes na proteina PrPc levam ao
surgimento de muitas doenc¢as neurodegenerativas. Além disso, seus ligantes de
matriz extracelular, Ln e Vn, também exercem grande impacto sobre o tecido
nervoso. Desta forma, os neurbnios constituem um modelo de estudo muito
interessante e apropriado para observar o papel biolégico da interacdo entre
PrPc e seus ligantes. Entretanto, como ha vérios tipos neuronais distintos, a
relacdo entre estas moléculas e os eventos desencadeados por elas podem
variar com o tipo neuronal estudado.

Os neurdnios sao a unidade basica do sistema nervoso e podem ser
classificados de diversas maneiras diferentes, mas todas seguem a mesma
arquitetura basica, com quatro regides morfologicamente definidas: o corpo
celular, os dendritos, o axbnio e os terminais pré-sinapticos. O corpo celular € o
centro metabdlico da célula, onde se localiza o nucleo e o reticulo
endoplasmatico. Este pode emitir dois tipos de prolongamentos: os dendritos e

um axoénio. Os dendritos, processos mais curtos que os axénios, ramificam-se
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muito e séo a principal via para o neurbnio receber os estimulos enviados por
outras células. Ja o axbnio, apresenta-se como uma protrusdo longa e delgada
do corpo celular com pouca ou nenhuma arborizagcdo e é responsavel por
conduzir os sinais elétricos para outras células. Proximo a sua extremidade, o
axbnio divide-se em ramificacbes menores que fazem o contato com outro
neurdnio, esta regido € denominada de sinapse. Os sinais sao transmitidos a
outra célula pelos terminais das ramificacbes do axodnio, que sdo denominados
terminais pré-singpticos (KANDEL et al. 2000).

O principal método de classificacdo dos neurbnios leva em conta o
namero e forma dos processos que a célula emite. De acordo com este critério,
0s neurdnios podem se classificados em unipolar, bipolar e multipolar. Os
neurbnios unipolares sdo 0s mais simples e possuem somente um processo
principal que se divide, sendo uma ramificagdo responsavel por emitir e a outra
por receber os impulsos elétricos. Este tipo de neurbnio esta presente em
invertebrados e em vertebrados encontra-se no sistema nervoso autbnomo.

Os neurbnios bipolares possuem dois processos, um dendrito e um
axbnio, e representam a maioria das células sensoriais. Os neurbnios
mecanoreceptores transmitem sensagdes como toque, pressdo e dor para a
medula espinhal, sdo de um tipo denominado pseudo-unipolar. O corpo celular
fica localizado nos ganglios da raiz dorsal e se desenvolve inicialmente como um
neurénio bi-polar, mas durante o desenvolvimento os dois processos fundem-se
para formar um sO axénio saindo do corpo celular. Este axdnio, depois se

ramifica em duas partes, a primeira vai para a periferia (pele e juntas) e recebe
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informagbes desses locais, a segunda segue para a medula espinhal
transmitindo os impulsos recebidos.

Os neurbnios multipolares sdo a maioria no sistema nervoso de
vertebrados, possuem um axénio e muitos dendritos que surgem do corpo
celular. Eles variam muito na forma, comprimento do axdénio e numero de
dendritos, que normalmente varia com o numero de conexdes sinapticas do
neurénio. As células piramidais do hipocampo e as células de Purkinje no
cerebelo sdo bons exemplos de células multipolares (KANDEL et al. 2000).

Durante o desenvolvimento, neurdnios tornam-se organizados em redes
funcionais através do crescimento de axonios e dendritos, coletivamente
denominados de neuritos. Eles mnectam-se uns com 0S outros por sinapses
que sdao criticas para a comunicacgao entre as células.

Os ax0nios possuem maneiras de se auto-orientarem e encontrarem o
alvo apropriado durante o desenvolvimento. Exitem trés tipos de processos
envolvidos na orientacao e direcionamento do crescimento axonal:

0s axdnios em crescimento interagem diretamente com moléculas na

superficie de células e matriz extracelular. Estas interacdes fisicas atraem

0s axbOnios para o crescimento em certas direcbes 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 superficie ou moléculas de reconhecimento em

células alvo, parecem direcionar 0s axonios para uma regiao apropriada

do tecido especifico para formar as sinapses.
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Uma estrutura importante na plasticidade neuronal, € o cone de
crescimento, uma regido na extremidade de axbnios e neuritos altamente
dindmica, que avanca, retrai e muda de direcdo mnstantemente. Em outras
palavras, o cone de crescimento parece tatear o ambiente que o circunda,
decidindo onde pode ou néo crescer.

Vérias evidéncias indicam que, depois do aprendizado, a formacdo da
memoria requer mudancas estruturais no sistema nervoso.

Essas modificacdes estruturais, criadas por transformacoes fisiologicas
na transmissdo sinaptica, transitorias ou permanentes, além de, mudancas
rapidas em moléculas de citoesqueleto e adesédo pods-aprendizado, contribuem
para varios processos cognitivos, em particular para a memoria de curta duracao
(“short-term memory”). JA mudancas tardias, que dependem da sintese de
proteinas de novo e estabilizacdo das transformacgdes sinapticas sdo requeridas
para a persisténcia, por exemplo, de memdéria de longa duracédo (“long-term
memory”) (LAMPRECHT e LEDOUX 2004).

Deste modo, o entendimento das fungbes de PrPc e seus ligantes no
processo de plasticidade neuronal é muito importante para que se esclareca o
papel biolégico desta molécula. Obviamente, sé entendendo o funcionamento
desta molécula, sera possivel desenhar abordagens terapéuticas para doencas
neurodegenerativas causadas por prions.

Além disso, outras doencas podem estar relacionadas com a perda de
funcdo de PrPc e s6 iremos conhecer suas possiveis causas assim que o papel

bioldgico de PrPc estiver desvendado.
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2 OBJETIVOS

Os principais objetivos do projeto central séo:
»  Caracterizar bioquimicamente a interacao entre PrPc e STI1;
Abordagem: Ensaios de ligacdo onde a proteina PrPc sera imobilizada em
pocos de poliestireno e incubada com concentragdes crescentes de STI1
marcada com !?°|. A constante de dissociacdo (d) sera calculada pelo

método de SCATCHARD (1949).

»  Mapear os dominios de ligacdo em entre PrPc e STI1;

Abordagem: A ligacdo de PrPc-STI1 (como descrito acima) ser4 competida com
peptideos sintéticos da molécula de STI1 e PrPc. Assim que o sitio de
interacdo for determinado em ambas moléculas, proteinas STI1 e PrPc
recombinantes mutantes para o dominio de interacdo serdo construidas,
expressas e purificadas. Estas serdo usadas como controle do

mapeamento de dominios de interagcdo entre as moléculas.

»  Estabelecer o papel biologico da interacdo entre PrPc e STI1 em modelos
de diferenciacdo neuronal do sistema nervoso central,

Abordagem: Ensaios de neuritogénese com células de cultura primaria de
hipocampo de embrides de camundongos selvagens e deficientes para

PrPc utilizando proteinas, anticorpos e peptideos de interesse;
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»  Avaliar o papel neuroprotetor de STI1 em neurdnios hipocampais;
Abordagem: A morte celular sera induzida por estaurosporina em culturas
primérias de neurbnios hipocampais selvagens e deficientes para PrPc

seguido de avaliacdo do efeito de STI1 na protecao contra morte celular.

» Determinar as vias de sinalizacdo deflagradas por STI1 em modelos de
neuritogénese e neuroprotecao;

Abordagem: Atividade e fosforilagdo de MAPK sera avaliada em culturas
hipocampais provenientes de animais selvagens e deficientes para PrPc
guando tratadas com STI1. Além disso, inibidores especificos para
diferentes vias de sinalizacdo celular (PKA, PKC e MAPK) serdo pré-
incubados em culturas primarias de neurbnios hipocampais selvagens e
deficientes para PrPc seguido da avaliagdo do efeito desencadeado por

STI1.

»  Determinar o papel fisiolégico da interagdo entre PrPc e STI1 em modelos
de crescimento axonal de neurbnios do sistema nervoso periférico;

Abordagem: Culturas de explantes ganglionares da espinha dorsal de embrides
de camundongos selvagens e deficientes para PrPc serdo desafiadas com

anticorpos especificos, proteinas recombinantes e peptideos de interesse.

»  Avaliar a participacdo da STI1 na interacdo PrPc-Laminina;

Abordagem: Serd utilizada STI1 como competidor no ensaio de ligacdo PrPc-

Laminina.
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»  Verificar em ensaios de neuritogénese o papel de Ln na interagdo PrPc-
STI1 em modelos de crescimento axonal do Sistema Nervoso Periférico;

Abordagem: Culturas ganglionares de camundongos selvagens e deficientes

para PrPc serdo incubadas com STI1 e laminina.
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Os principais objetivos dos projetos colaborativos séo:

»  Caracterizar bioquimicamente a interacéo entre PrPc e Vn;

Abordagem: Ensaios de ligacdo onde a proteina PrPc serd imobilizada em
pocos de poliestireno e incubada com concentragdes crescentes de Vn
marcada com !?°|. A constante de dissociacdo (d) sera calculada pelo

método de SCATCHARD (1949).

»  Mapear os dominios de ligagdo em ambas moléculas;

Abordagem: A ligacdo de PrPc-Vn serd competida com peptideos sintéticos da
molécula de Vn e PrPc. Assim que o sitio de interac&o for determinado em

ambas moléculas, PrPc recombinantes mutantes para o dominio de

interacdo serdo construidas, expressas e purificadas.

» Verificar a significancia bioldgica da interacdo PrPc e vitronectina em

neurdnios de ganglios da raiz dorsal;

Abordagem: Cultura de explantes ganglionares da espinha dorsal de embribes
de camundongos selvagens e deficientes para PrPc serdo desafiados com

vitronectina, anticorpos especificos, e peptideos de interesse;

»  Determinar a importancia de PrPc e na consolidacdo da memodria;

Abordagem: Anticorpos e peptideos especificos serédo infundidos no hipocampo
de ratos adultos e o teste de esquiva inibitoria serd aplicado para avaliar

memorias de curta (STM) e longa (LTM) duracéo.
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»  Determinar as vias de sinalizacdo ativadas por PrPc-Ln na consolidacéo da
memoria;

Abordagem: A atividade das enzimas (PKA e MAPK) serdo quantificadas apés
o teste de esquiva Iinibitéria através de ensaios bioquimicos de

incorporacao radioativa e “immunoblotting” com anticorpos especificos.
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3 MATERIAL E METODOS

Este tdpico inclui a metodologia aplicada nos experimentos referentes aos

resultados apresentados no item V.5.

3.1 CULTURA PRIMARIA DE NEURONIOS SENSORIAIS DE

GANGLIOS DA RAIZ DORSAL

Ganglios da raiz dorsal (DRG) foram cuidadosamente dissecados de
embrides (12 dias pds-coito) de camundongos selvagens e deficientes para o
gene de PrPc (PUSCHEL 1999). Os ganglios foram incubados em solucdo de
tripsina: HBSS (“Hanks Balanced Salt Solution”) (1:1) durante 20 minutos a
37°C. A tripsina foi inativada com meio Neurobasal acrescido de 10% SFB (Soro
Fetal Bovino) por 10 minutos a temperatura ambiente. As células foram lavadas
com HBSS para a remocao do SFB. Em seguida foi adicionado meio Neurobasal
acrescido de fator de crescimento de nervos (NGF) (60ng/ml) e entdo as células
foram dissociadas sob acdo hidromecéanica. Para a contagem e avaliacdo da
viabilidade celular, foi retirada amostra de 10m dessa suspensédo e diluida 5
vezes em solugao contendo 90m de HBSS e 100mni de corante azul de tripan
(Sigma). Uma aliquota de 10ni dessa nova solucao foi transferida para a camara

de Neubauer para contagem do numero de células viaveis.
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As células (1,5x10° células/ml) foram transferidas para laminulas de vidro
de 13mm de diametro previamente tratadas com laminina (10?g/ml) ou poli-
lisina (5mg/ml). As células foram submetidas a diferentes tratamentos e
incubadas em estufa Umida, a 5% de CO,. Em seguida, a cultura foi fixada por
20 minutos com uma solucdo de fixacdo (4% paraformaldeido e 0,12M
sacarose), lavada com PBS e corada com hematoxilina (0,5% hematoxilina, 10%
Alimen de Potassio, 0,25% Oxido de mercurio e 4,75% de etanol). Tomamos
como referéncia para contagem de um neurito formado, prolongamentos

maiores que trés corpos celulares.

3.2 ENSAIO DE IMUNOHISTOQUIMICA

Partindo-se de tecidos fixados (embrido E12 selvagens e deficientes
para Prnp) em formol a 4% e parafinizados, foram feitos cortes histologicos de 3
a 5um e colocados em laminas silanizadas. Os cortes foram inicialmente
desparafinados em xilol e hidratados com concentracdes decrescentes de
etanol. As laminas foram entdo, incubadas em uma solu¢do de peréxido de
hidrogénio a 10%, para eliminacdo de peroxidase enddégena. Seguiu-se com um
tratamento para exposicao de sitios ativos por aquecimento em microondas (SHI
et al. 1991; REYNOLDS et al. 1994) por 15 minutos em tampé&o citrato 0,01M pH
6,4. e um tratamento adicional, para eliminar grupos aldeidos, que consiste em
uma incubagdo de 30 minutos com glicina 50 mM, em tampé&o Tris 0,1 M pH 7,4.
Adicionalmente incubamos as laminas com um tampao bloqueador de ligacfes

inespecificas (tampéo fosfato 0,02 M, salina pH7,4 contendo Triton X100 a
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0,2%, leite desnatado a 5%, acrescido de soro normal de cabra a 5%) por 4
horas a temperatura ambiente. Os anticorpos primarios diluidos (anti-PrPc
1:1000 e anti STI1 1:1000) neste mesmo tampao bloqueador, foram incubados a
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 primario e na mesma diluigdo usada, para servir de
controle negativo da reacdo. As laminas foram entdo lavadas em tampéao PBS
(10mM NazHPO4, 2mM NaH,PO4.H,0O, 140mM NacCl, pH 7,4) acrescido de Triton
0,2% e incubadas com o anticorpo secundario, um conjugado ligado a um
polimero de dextran que amplifica o sinal de ligacdo antigeno-anticorpo e é livre
de biotina (Universal Dako EnVision Systems, peroxidase, Dako Corporation).
Todas as reacbes foram reveladas com diaminobenzidina tetrahidrocloreto e

contra coradas com hematoxilina de Harris (SHI et al. 1991).

3.3 ENSAIO DE IMUNOFLUORESCENCIA

As células (1,5 x 10° células/ml) provenientes de cultura primaria de
neurénios periféricos de camundongo tipo selvagem e deficiente para Prnp
(conforme decrito itens 3.1) foram cultivadas sobre laminulas (13mm) de vidro
tratadas com laminina (10mg/ml) durante 24h, apos este periodo, as mesmas
foram lavadas duas vezes em PBS (10mM Na;HPO,;, 2mM NaH;PO4.H»0,
140mM NacCl, pH 7,4) e fixadas em solucdo de fixacdo (4% paraformaldeido e
0,12M sacarose) por 20 minutos. Em seguida as células foram lavadas com PBS

0,1% Triton X-100. Para bloqueio de interacdes inespecificas 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 (10ng/ml) purificada produzido em
coelho e IgG irrelevante (10ng/ml) foram diluidos em PBS 0,1% Triton X-100
acrescido de 1% de soro de cabra e incubados 16h a 4°C em camara umida. As
laminulas foram lavadas trés vezes com PBS 0,1% Triton X-100 e incubadas
por 1h com anticorpo anti-lgG de coelho acoplado a FITC (isotiocionato de
fluoresceina) diluido (1:1000) em PBS 0,1% Triton X-100 acrescido de 1% de
soro de cabra. Os anticorpos foram lavados e as laminas foram montadas

utilizando o liquido para montagem Hydromount.

3.4 ENSAIOS DE ATIVIDADE p44/42 MAPK

A andlise da atividade de MAPK foi realizada utilizando-se reagentes
provenientes do “kit” p44/42MAP kinase (Cell Signaling).

Cultura de neurdnios periféricos (5x10° células) foi tratada com STI1
(10x10"'M) por diferentes periodos, lavada com PBS e lisada com tamp&o de
lise proveniente do “kit” p44/42MAPK fosforilada. A seguir o lisado foi
imunoprecipitado com o anticorpo anti-fosfop44/42. A proteina imunoprecipitada
foi incubada com o substrato EIk na presenca de ATP e tamp&o quinase,
permitindo assim que a proteina ativa (MAPK fosforilada) fosforilasse o seu
substrato especifico (EIK), os produtos desta reagédo foram separados em gel de
poliacrilamida-SDS e transferidos para membrana de nitrocelulose. A
fosforilacdo de EIlk foi analisada por “immunoblotting” utilizando o anticorpo

especifico anti-fosfo-Elk-1 (Ser383) (1:1000).
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3.5 ENSAIO DE COMPETICAO DA INTERACAO PrPc-STI1 COM
LAMININA E O DECAPEPTIDEO (RNIAEIIKDI) DA CADEIA ? 1 DE

LAMININA

Quatro microgramas de Hiss-PrPc foram adsorvidas em micropocgos de
polistireno por 16 horas a temperatura ambiente. Os poc¢os foram lavados com
TBS e, para bloquear ligacfes inespecificas adicionou-se uma solucdo 1% de
albumina sérica bovina (BSA), por 2 horas a temperatura ambiente. Os pocos
foram lavados com TBS e pré-incubados com o peptideo g 1 (RNIAEIIKDI), o
peptideo “scrambled” do g 1 ou a proteina lamininaor 3 horas a temperatura
ambienteEm seguida? concentracdes crescentes de !?°|Hisg.STI1 com uma
atividade especifica de 0,2x10” cpm/ny, foi adicionada e incubada 16 horas a
4°C. Apo6s lavagens extensivas, a radiacdo dos pocos foi medida utilizando-se
contador gama (Minigamma counter LKB Wallac). Através do dado de atividade
especifica da proteina marcada foi possivel estabelecer a concentracdo de

proteina que se ligou a PrPc.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados os resultados que compdem os artigos ja
publicados e os manuscritos para publicagao.

As duas primeiras composicdes de resultados (itens 4.1 e 4.2-Anexos | e
Il respectivamente), uma em artigo outra em manuscrito, referem-se aos
principais dados obtidos durante os projetos de Mestrado e Doutorado. Esses
trabalhos mostram a interacdo de PrPc com STI1 e a participacdo da mesma em
neuritogénese e neuroprotecédo de neurdnios do sistema nervoso central.

Resultados provenientes de estudos colaborativos serdo apresentados a
seguir, onde sera destaque a interacdo de PrPc com as proteinas de matriz
extracelular, vitronectina participando de crescimento axonal de neurbnios
periféricos (item 4.3-Anexo Ill) e laminina modulando aprendizado e memdéria em
ratos (item 4.4-Anexo V).

Finalmente, serdo descritos dados ainda ndo publicados que merecem
especial atencdo, pois representam os efeitos biol6gicos promovidos pelo
complexo protéico formado por laminina, vitronectina e STI1 em neurdnios

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 1)

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 colaboracéo.

Uma vez que haviamos identificado STI1 como um possivel ligante de
PrPc, prosseguimos com diferentes abordagens a fim de caracterizar essa
ligacao.

Assim, através de ensaios bioquimicos foi possivel evidenciar in vitro,
uma ligacdo especifica e saturavel entre PrPc e STI1 independente de cobre,
apresentando um Kd de 107'M.

Visto que a ligagédo entre PrPc e STI1 era altamente especifica, seguimos
com o mapeamento da regido de interacdo entre as duas moléculas, através de
ensaios de competicdo, onde utilizamos peptideos sintéticos tanto de PrPc como
de STI1. Assim, foi estabelecido que, a regido onde STI1 liga PrPc situa-se
entre os aminoacidos 113-128 (GAAAAGAVVGGLGGYM) e o sitio de interacdo
de PrPc a STI1 esta localizado entre o0s aminoacidos 230-245
(ELGNDAYKKKDFDKAL) (Figura 8).

Além disso, nosso grupo através de ensaios de imunoprecipitacdo
mostrou que a interacao entre PrPc e STI1 deve ocorrer na membrana celular.
Mostramos ainda, que a interacdo de PrPc tanto com STI1, quanto com o

peptideo que mimetiza o dominio especifico de ligacdo 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.

A PrPc B sTH
f S50 245 55
HLE lhsid
T -
Dormirio de ligagéo & cobre Dxmhns TFR

Ciormirio Meumideico

Legenda: A, STI1 é capaz de interagir na regido 113-128 (Peptideol0-rosa) do dominio
neurotéxico da molécula de PrPc. B, PrPc liga-se a STI1 no dominio 230-245 (verde) situado no
motivo tetratricopeptidico B (TPR). NLS, sitio de localizagao nuclear.

Figura 8 - Desenho esquemaético das proteinas PrPc e STI1, destacando os
dominios de ligacdo 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 1)

O manuscrito apresentado a seguir representa os resultados obtidos no
transcorrer do projeto de doutorado.

Diante dos resultados que demonstram uma interacao especifica de STI1
a PrPc, decidimos investigar o papel bioldgico dessa ligacdo em modelos de

neuritogénese e neuroprotecdo em neurdnios hipocampais.
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Primeiramente, este estudo avaliou a distribuicéo in situ de STI1 e PrPc e
constatou uma alta concentracdo de ambas as moléculas, além de um alto nivel
de co-localizagao.

STI1 promoveu neuritogénese de uma maneira dependente de PrPc, pois
células deficientes para a ultima ndo apresentou efeito. Além disso, anticorpo
contra PrPc foi capaz de bloguear o efeito neuritogénico mediado por STI1
(Figura 9).

A neuritogénese mediada por STI1 além de depender de PrPc, requer a
ativacao da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK).

Além disso, como previamente descrito em neurdnios retinianos
(CHIARINI et al. 2002), STI1 foi capaz de proteger neurénios hipocampais da
morte induzida por estaurosporina através da ativacdo da via de proteina
quinase A dependente de AMPc (PKA) somente em células selvagens para
PrPc. Juntos esses dados mostram que a interacdo entre PrPc e STI1 ativam
vias diferentes de sinalizacdo que estdo envolvidas em fendmenos bioldgicos

distintos como a neuritogénese e a neuroprotecao.
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Legenda: A, O dominio de ligagdo de STI1 a PrPc (113-128) é representado pelo peptideo 10
(rosa). Em destaque o sitio de interagdo do anticorpo que reconhece os residuos 144-152 de
PrPc (6H4, PrionicsTM). B, Em verde, a regido de interacdo a PrPc (pepSTIll,30-245). A regido em
amarelo destaca o peptideo da regido carboxi-terminal de STI1 (pepSTIlaxs.437) utilizado como
controle no trabalho que se segue. O anticorpo anti-pepSTI1,30.045 reconhece o dominio 230-245.

Figura 9 - Desenho esquematico dos principais dominios de PrPc e STI1.

4.3 MANUSCRITO INTITULADO: CELLULAR PRION IS A
VITRONECTIN RECEPTOR SUPPORTING AXONAL GROWTH:

REDUNDANCY MEDIATED BY INTEGRINS (ANEXO IlI)

O préximo manuscrito é referente ao trabalho de doutorado conduzido por
Glaucia N. M. Hajj, o qual tive uma importante participacao.

Esse estudo caracteriza, através de experimentos in vitro, uma ligacao
especifica e de alta afinidade entre vitronectina e PrPc, apresentando um Kd de
10®M e determina os sitios de ligacdo de vitronectina em PrPc (105-119) e PrPc
em vitronectina (307-320) (Figura 10). Neste estudo, a interacdo de vitronectina
com PrPc levou ao crescimento axonal de células do sistema nervoso periférico,
cuja auséncia de PrPc foi compensada por integrinas em células provenientes

de animais deficientes para PrPc.
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Nesse trabalho pude cooperar com a producdo de proteina prion
recombinante tipo selvagem e construcéo, expressao e purificacdo de mutantes
de PrPc no dominio de ligacdo a vitronectina. Além de participar de
experimentos biolégicos em culturas primarias de neurdnios dissociados da raiz

dorsal.

A PrPc B Vitronectina

|1 E|3 1l31 . 342 3 45|9
RGD {3 rich B
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PO wn RGD YN 161-174 Yn 289-302
- =

Wn262-275  Vn300.322

Dominio de ligagdo a cobre O Somatomedinag B
Dom inigiegrigeicg O Ligagdo a coldgeno e heparina

Legenda: A, O dominio de ligagcdo de Vn a PrPc (105-119) é representado pelos peptideos P9 e
P10. B, O peptideo Vn 309-322 representa a sequéncia de interacdo a PrPc. A regido que
interage com integrinas (RGD) é destacada pelo peptideo VNRGD. Outros peptideos utilizado
neste trabalho também estéo representados (Vn161-174, Vn289-302 e Vn262-275).

Figura 10 - Desenho esquematico dos principais dominios 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 colaboragdo entre o n0sSso grupo e o
grupo de pesquisa do Prof. Ivan lzquierdo (UFRGS), relata a importancia de

laminina e PrPc no fenémeno de consolidagcdo da memoaria.
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Através de ensaios in vitro mapeamos o dominio de interacdo de laminina
em PrPc entre os dominio 173-183. O sitio de ligacdo de PrPc em laminina ja
fora mapeado no decapeptideo da cadeia gama 1 de laminina (GRANER et al.
2000a) (Figura 11).

O teste de esquiva inibitéria apos infuséo intra-hipocampal de anticorpos
contra laminina e PrPc em ratos mostra que que o bloqueio destas proteinas
prejudica a consolidacdo da memoaria de longa e curta duracdo nesses animais.
Esses reagentes também bloqueiam PKA e MAPK que séo vias classicas de
sinalizacdo ativadas durante a consolidacdo da memdéria. Portanto, esses
resultados mostram que a interagcdo de PrPc com laminina aponta para uma
importante funcéo fisiolégica em cognigéo.

Neste manuscrito contribui com experimentos bioquimicos que visavam
caracterizar o sitio de interagdo de laminina em PrPc além de experimentos de

competicdo com anticorpos.
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Legenda: A, O dominio de ligacao de Ln a PrPc (173-183) é representado pelos peptideos P15
e P16 (amarelo). B, O peptideo RNIAEIIKDI da regido carboxi-terminal de Ln representa a
sequéncia de interacdo a PrPc. As sequéncias reconhecidas pelos anticorpos utilizados no
trabalho em questao estdo em destaque. Anticorpo 8B4 reconhece os residuos (34-45) e o 8H4
os residuos (175-185).

Figura 11 - Desenho esquematico dos principais dominios de PrPc e Ln.
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45 PAPEL DO COMPLEXO MULTI-PROTEICO FORMADO POR
PrPc, STI1, LAMININA E VITRONECTINA NO CRESCIMENTO AXONAL

DE NEURONIOS PERIFERICOS

Os resultados apresentados a seguir foram realizados em colaboracao
com a aluna de doutorado do grupo, Glaucia Hajj.

Além do modelo de neuritogénese em sistema nervoso central (SNC),
pudemos explorar o envolvimento da interacdo entre PrPc-STI1, PrPc-Ln e do
complexo Ln-PrPc-STI1 no crescimento axonal de neurdnios de ganglios 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
funcdes opostas quando relacionadas a diferentes sistemas, por exemplo, as
semaforinas, uma familia de moléculas envolvidas na navegacao axonal, podem
atuar tanto repulsivamente (para axénios simpaticos) quanto como fator atrativo
(para axonios corticais) (ADAMS et al. 1997; BAGNARD et al. 1998).

Visto o envolvimento de STI1 e PrPc na diferenciacdo de neurbénios do
SNC (LOPES et al. Anexo Il), nossa primeira abordagem nesta etapa do
trabalho foi avaliar se esta interacdo participa da diferenciacdo de neurénios do
SNP. Para esse fim, primeiramente realizamos experimentos de
imunohistoquimica em cortes histolégicos de embriées de camundongos de 12
dias, empregando anticorpos contra STI1 e PrPc. A expressao de PrPc (HAJJ et

al. Anexo Ill) e STI1 além de ser vista nos ganglios periféricos, pode ser
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observada em nervos que partem dos ganglios (Figura 12-como indicam as
setas).

A expressdo de STI1 também foi analisada em culturas de neurdnios
sensoriais dissociados de camundongos selvagens e deficientes para Prnp
através de ensaios de imunofluorescéncia. STI1 mostrou-se abundantemente
expressa nos corpos celulares e axbnios de neurbnios sensoriais de

camundongos Prnp** (Figura 13 A) e Prnp®° (Figura B).

A g ' B SRy SR

% - ' PrPc
A & | s " STll

Legenda: Cortes histolégicos de embrido 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
expressao das proteinas nos nervos que partem do ganglio periférico.

Figura 12 - STI1 e PrPc sdo proteinas expressas em ganglios e nervos
periféricos.

Envolvimento da proteina prion celular e seus ligantes nos mecanismos de plasticidade neuronal e neuroprotegao




Marilene H. Lopes 74

Legenda: Cultura de células dissociadas de ganglios da raiz dorsal de embrido de camundongo
tipo selvagem Prnp*™*) (A) e deficiente para Prnp (Prp”®) (B) foi plagueada sobre laminina e
incubada com anticorpo anti-STI1 (IgG) (A e B) e IgG irrelevante (insertos fotos A e B).

Figura 13 - Presenca de STI1 no corpo celular e axénios de neurbnios
sensoriais.

Observada a alta expressdo de STI1 e PrPc em nervos e ganglios
periféricos, seguimos com experimentos de neuritogénese para analisar uma
possivel participacdo dessas moléculas nesse evento.

Células dissociadas de ganglios 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
concentracao de 250nM de STI1 é capaz de estimular a neuritogénese em cerca
de 50% das células que expressam PrPc. Este mesmo efeito ndo é observado
em células de animais deficientes para Prnp onde o crescimento ndo passa de
20%.

A concentracdo de STI1 requerida nesse experimento € equiparavel

aguela usada em neurénios hipocampais (Lopes et al. Anexo ).
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Legenda: A) Figura representativa da cultura primaria de neurdnios sensoriais de camundongos
foram tratadas ou nao (inserto-PL) com STI1. B) Cultura primaria de neurdnios

Prp™* e Prmp”

75

.. / 0/0 =
sensoriais de camundongos Prnp”* e Prnp”" foram tratadas com concentracdes crescentes de
STI1(solGvel) por 6h. O grafico mostra as médias de pelo menos 3 experimentos independentes
e as barras verticais representam o desvio padrdo *, p<0,05 teste ndo paramétrico, Mann

Whitney.

Figura 14 - O complexo STI1-PrPc medeia o crescimento axonal de neurénios

+/+

sensoriais da raiz dorsal Prnp™".
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Como em neurbnios hipocampais STI1 elicita a via de MAPK na
neuritogénese (LOPES et al. Anexo Il), é importante averiguar se a mesma via €
ativada por STI1 no crescimento neuritico de outro tipo neuronal.

Na Figura 15, podemos observar um ensaio preliminar de atividade de
MAPK, realizado em células de ganglios da raiz dorsal tratadas com STI1 em
diferentes tempos. O primeiro fato que nos chama a atencéo € que o nivel basal
de atividade de MAPK nos animais deficientes para PrPc € maior do que o
observado nos animais selvagens. Isto j& foi observado no modelo de estudo de
neurdnios de retina (CHIARINI et al. 2002), neurénios hipocampais (Lopes et al.
item 4.2-Anexo) e no cérebro e cerebelo de animais adultos (BROWN 2002),
confirmando este dado em trés tipos neuronais distintos.

Também podemos ressaltar que a atividade de MAPK aumenta 30

segundos apoés adicao de STI1 e apresenta pico de atividade em 1 minuto.

Prnp %° Prnp **

controle controle STI130” STI1 1" STI1 Y

S—— Anti-fosfo elk1

Legenda: Culturas primarias de neurdnios de ganglios da raiz dorsal foram plaqueadas sobre
poli-lisina durante 16 horas (controle) e tratadas com STI1 por 30 segundos (STI1 307), 1 minuto
(STI11") ou 5 minutos (STI1 5’). As células foram lisadas, MAPK foi imunoprecipitada e utilizada
em ensaio de fosforilacdo de ELK-1 recombinante. As proteinas 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 géanglios da raiz dorsal de
embries selvagens (Prnp**) e deficientes para Prnp (Prnp®©).

Envolvimento da proteina prion celular e seus ligantes nos mecanismos de plasticidade neuronal e neuroprotegao



Marilene H. Lopes 77

A seguir fomos verificar o efeito de outro ligante de PrPc, identificado pelo
grupo, laminina (Ln), no comportamento dos neurdnios de ganglios da raiz
dorsal. Laminina € um conhecido promotor da neuritogénese de varios tipos
neuronais (LUCKENBILL-EDDS 1997) e, de fato a uma concentracdo de
10pg/ml h&d uma extensa neuritogénese 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 proporcdo semelhante na concentracdo mais elevada de Ln
(Figura 16). Em contraste, neurbnios hipocampais de animais deficientes para
PrPc respondem de maneira menos intensa a laminina, apresentando
neuritogénese menor do que neurbnios de animais selvagens (GRANER et al.
2000a). Desta forma, semelhantemente ao que acontece em DRG tratados com
Vn, a neuritogénese mediada por Ln é igual em células que expressam ou nao
PrPc. Portanto, a existéncia de mecanismos compensatérios em animais Prnp®°

€ mais evidente em DRG do que em neurénios do SNC.

Envolvimento da proteina prion celular e seus ligantes nos mecanismos de plasticidade neuronal e neuroprotegao



Marilene H. Lopes 78

90 -

80
o 707
=]
S 604
§ o pl
£ 501 @ Ln 2nmgy/ml
z 401 OLn 5ng/ml
% 301 @ Ln 10ng/ml
o 20-
©
“o gl 00PN Tl |

] W
2h 4h 6h

Legenda: Células dissociadas/ de explantes de ganglios da raiz dogal de embribes de
camundongos selvagens (Prnp ™) e deficientes para o gene de PrPc (Prnp O) com 12 dias foram
cultivadas em presenca de concentracdes crescentes de Ln (adsorvida) durante 2, 4 ou 6 horas.

Figura 16 - Laminina estimula neuritogénese em cultura priméaria de ganglios da
raiz dorsal.

Uma vez que STI1 e Ln interagem com PrPc através de dominios
diferentes (ZANATA et al. 2002 — Anexo 1), e com o objetivo de mostrar se PrPc
€ capaz de interagir com STI1 e Ln e assim favorecer a formacdo de um
complexo protéico, seguimos com um experimento in vitro de competicdo da

interacdo entre STI1 e PrPc utilizando Ln e o peptideo g1, que representa o sitio
de ligacao de PrPc a Ln (peptideo g1-GRANER et al. 2000a).

A Figura 17 mostra que a interacdo STI1-PrPc é inibida por Ln, mas nao
pelo peptideo gl da Ln. Estes resultados ainda revelam que a competicdo da
interacdo 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 sitio de interacdo da Ln (residuos 173-183 COITINHO et al.
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(2003) item IV. 4 resultados) em PrPc é diferente daquele de STI1 (residuos
113-128-ZANATA et al. 2002- Anexo |) o que pode favorecer a formacdo do

complexo PrPc-STI1 e Lnin vivo.

120 -

100 - I -

60

40 S

% Ligagdo entre PrPc e STI1

Ln I Peptideo g1 I Peptideo S.gl

Legenda: PrPc foi adsorvido em pocos de poliestireno. Para bloquear interag6es inespecificas,
uma solugdo de BSA foi adicionada em cada pocgo. Para a competi¢cdo, o PrPc adsorvido foi pré-
incubado por 3h com concentragdes crescentes (15, 30 e 60nM) do peptideo da cadeia gl de Ln
e do peptideo "scrambled” da cadeia ¢l (Peptideo S. dl), com STI1 (0,2mM) e Ln (3nM) néo
marcados. Foram adicionados, 0,01nmM de STI1 marcada (125I) e incubamos 16 horas a 4°C. Os
pocos foram lavados e contou-se a radiagdo. O grafico mostra as médias de pelo menos 3
experimentos independentes e as barras verticais representam o desvio padréo *, p<0,05 teste
ndo paramétrico, Mann Whitney.

Figura 17 - Ensaio de competicdo da interacao PrPc-STI1 com Ln e o peptideo
da cadeia gl de Ln.

Visto que a ligacdo de Ln a PrPc pode nédo excluir a de STI1, seguimos
com experimentos de neuritogénese ex vivo para verificar o efeito combinatorio

de Ln e STI1. Ln foi utilizada em concentra¢Bes sub-6timas (2ng/ml) e STI1 foi

adicionada em concentragdes crescentes. Um efeito aditivo muito forte entre as
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duas proteinas foi observado. Duas horas apds o tratamento houve crescimento
axonal em cerca de 60% das células (Figura 18) enquanto para todas as outras
condicdes de crescimento em cultura de células ganglionares realizadas, sao
necessarias 6 horas para que seja observado o efeito de neuritogénese. Além
disso, este efeito € especifico para as células que possuem PrPc, ja que aquelas
provenientes de animais deficientes para PrPc ndo apresentam crescimento

(Figural8).
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Legenda: Células dissociadas de explantes de ganglios da raiz dorsal de embrides de
camundongos selvagens (Prnp+’+) e deficientes para PrPc (PrnpO/O) com 12 dias foram cultivadas
em presenca Ln (aderida), STI1 (solavel) ou combinagdo das duas proteinas durante 2 horas.
Barras verticais representam desvio padrdo. *, p<0,05 teste ndo paramétrico, Mann Whitney.

Figura 18 - STI1 promove efeito sinérgico na neuritogénese 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 a Vn de maneira semelhante (Hajj et al. Anexo
[l). Partimos entdo para a andlise combinada de Vn e STI1 sobre as culturas de
neurdnios sensoriais dissociados.

Combinacdes de concentracbes de STI1 e Vn tveram um efeito muito
curioso sobre as culturas. Em primeiro lugar, as duas proteinas ndo possuem
efeito aditivo, mesmo em concentracdes sub-Otimas. Além disso, uma
concentracdo sub-6tima de Vn, quando colocada juntamente a uma
concentracdo de STI1 capaz de promover crescimento neuritico, é capaz de

inibir o efeito da dltima (Figura 19).

50
u Prnp +/+
Pmp % 6 horas
7] 40 T
£
5 i
2
% 30 1
8 4
E
8 201
(]
©
O\O 4
10
0 4
STI1 50nM - + - +
Vitronectina 10 nM - - + +

Legenda: Células dissociadas de explantes de géanglios da raiz dorsal de embrides de
camundongos selvagens (Prnp ") e deficientes para PrPc (Pmp “% com 12 dias foram
cultivadas em presenca Vn, STI1 ou combinacdo das duas proteinas em solu¢do durante 6
horas. Barras verticais representam desvio padrao de pelo menos 3 experimentos.

Figura 19 - Crescimento neuritico estimulado por Vn e STI1 em neurbnios
sensoriais.
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Observamos também o efeito combinado de Ln e Vn nestas células.
Como visto anteriormente (Figura 16), Ln a uma concentracdo de 2ng/ml
praticamente ndo produz efeito sobre a neuritogénese. No entanto, quando
adicionamos a esta concentracdo de Ln, uma concentragdo também sub-6tima
de Vn (25nM) ha um crescimento neuritico que se aproxima de 50% nas células

de animais selvagens, mas nao naquelas dos animais deficientes para PrPc

(Figura 20).
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Legenda: Células dissociadas de explantes de ganglios da raiz dorsal de embrides de
camundongos selvagens (Prnp +/+) e deficientes para PrPc (Prnp O'0) com 12 dias foram
cultivadas em presenca Vn (solavel), Ln (aderida) ou combinacao das duas proteinas durante 6
horas. Barras verticais representam desvio padréo de pelo menos 3 experimentos.

Figura 20 - Crescimento axonal estimulado por Vn e Ln.

Diante dos resultados do efeito combinado de varios ligantes de PrPc,

torna-se necessario propor um modelo no qual estas observacdes se encaixem.
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STI1 e Ln ndo possuem o mesmo sitio de ligacdo em PrPc, enquanto
STI1 liga-se aos aminoacidos 113-128 (como mostrado artigo ZANATA et al.
2002 Figura 4 — Anexo 1), Ln liga-se aos residuos 173-182 (Coitinho et al. Figura
3 —Anexo V), o que possibilitaria a interacdo dos dois ligantes ao mesmo tempo
em PrPc. Em ensaios de ligacédo, Ln € capaz de competir pela interagdo STI1-
PrPc (Figura 17), provavelmente através de impedimento estérico, ja que Ln é
uma proteina de 900 kDa. Entretanto, ensaios ex vivo mostram que em
concentragfes sub-Otimas, onde nenhuma das duas proteinas tem atividade
isoladamente, ndo ocorre neuritogénese. (Figura 20 painéis A.1 e A.2). Sua
combinacéo (Ln+STI1) faz com que o limiar das vias desencadeadas por PrPc
seja atingido resultando em um maior crescimento neuritico (Figura 21 painéis
A.3 e A.4). Isso poderia ocorrer pela ligacdo de Ln e STI1 em moléculas distintas
de PrPc (Figura 21 painel A.3). Uma outra hipotese, é que Ln e STI1 poderiam
estar ligadas a uma unica molécula de PrPc (Figura 21 painel A.4). Para ambos
os casos (Figura 21 painéis A.3 e A.4) a sinalizacdo desencadeada seria
suficiente para induzir neuritogénese. Isso ndo exclui uma possivel ligacdo de Ln
a integrinas nesses modelos (Figura 21 painéis A.3 e A.4), entretanto esta
associacdo ndo € produtiva uma vez que nheurdnios sensoriais de animais
deficientes para PrPc n&o respondem ao tratamento.

E possivel ainda que PrPc desempenhe um papel nucleante recrutando
inicialmente STI1 e Ln e a dUltima passaria entdo a associar-se também a
integrinas (Figura 21 A.4).

Por sua vez a neuritogénese induzida por STI1 em animais selvagens

pode ser inibida por Vn em concentragcdes 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 0s
resultados obtidos anteriormente onde Vn e STI1 associam-se a dominios
sobrepostos e competem entre si pela ligacdo a PrPc ZANATA et al. 2002
Figura 4 - Anexo | e Hajj et al. Figura 2a e b - Anexo llI).

Por outro lado, apesar da maior afinidade de Vn (Kd=10°M) que STI1
(Kd=10""M) por PrPc, em baixas concentracdes, Vn é capaz de dissociar STI1
de PrPc, mas ndo promover efeito bioldgico (Figura 21 B.3).

O mesmo raciocinio usado na interpretacdo da combinacdo de STI1+Ln
serve para a combinacdo Ln+Vn, onde se observa um aumento da
neuritogénese somente em animais selvagens. As duas moléculas em
concentragdes sub-6timas ndo possuem atividade suficiente para desencadear a
via de sinalizacéo relevante para o processo (Figura 21 C.1 e C.2), mas quando
sdo associadas, o limiar de ativac@o da via € atingido e ha crescimento (Figura
21 C.3). Também neste caso os sitios de ligacdo de PrPc a estas moléculas é
diferente (ZANATA et al. 2002) o que possibilitaria a ligacdo das duas proteinas
na mesma molécula de PrPc; se ndo houver impedimento estérico das
moléculas envolvidas (Figura 21 C.4). E importante notar que o efeito combinado
de Vn e Ln é dependente unicamente da presenca de PrPc, uma vez que o
efeito esta ausente em animais deficientes para PrPc. Isso pode implicar numa
ordem de hierarquia na ativacéo dessas vias de sinalizacdo que possuem como
alvo inicial PrPc, que pode ter uma agao nucleante e recrutar outros receptores

(integrinas) (Figura 21 C.4).
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Legenda: A, Ln e STI1, isoladamente, e em concentragdes subo6timas,ndo sdo capazes de ativar
a via de neuritogénese. Quando ambas ligam a diferentes moléculas de PrPc ou ainda a mesma
molécula, sdo capazes de induzir neuritogénese. Alternativamente, o complexo PrPc, Ln e STI1
pode ser capaz de recrutar integrinas e ativar neuritbgenese B, Na combinacdo Vn e STI1, Vn é
capaz de bloquear o efeito de STI1, inibindo o crescimento neuritico. C, A combinacdo da
ativacdo de PrPc com Ln e Vn leva a neuritogénese. O complexo Ln, Vn, PrPc poderia recrutar
integrinas nesse modelo, assim como em A.

Figura 21 - Modelo proposto para ilustrar as interacdes entre as proteinas PrPc,
STI1, Vn, Ln e integrina.
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5 CONCLUSOES

Na tentativa de elucidar a (s) funcéo (6es) fisioldgica (s) de PrPc, nosso
grupo vem identificando e caracterizando proteinas ligantes de PrPc a fim de
associar essas interagcdes com fendmenos biolégicos.

As proteinas de matriz extracelular, laminina (Ln) e vitronectina (Vn) e a
proteina co-chaperonina, STI1, séo trés dos ligantes de PrPc ja caracterizados.

Assim, o presente estudo destacou as principais funcdes bioldgicas
atribuidas a PrPc e seus respectivos parceiros, STI1, Vn e Ln.

Em um primeiro momento, ao explorar a teoria da hidropaticidade
complementar, caracterizamos STI1, como o0 mais novo ligante de PrPc. STI1 é
uma co-chaperonina, presente principalmente no citoplasma, e também
encontrada na superficie celular. Essa proteina, quando associada a PrPc,
mostrou-se relacionada ao crescimento neuritico de neurdnios do sistema
nervoso central e periférico, de uma maneira dependente da atividade de MAPK.
Além disso, STI1 atua na neuroprotecdo de neurdnios hipocampais e retinianos
utilizando a via de PKA.

Assim, podemos propor um modelo onde PrPc interage com STI1 e
transduz sinais de sobrevivéncia neuronal através da via de PKA e de
crescimento neuritico através da via de MAPK. O complexo PrPc-STI1 pode ser
formado tanto por proteinas da mesma célula quanto por proteinas de células
distintas. Além disso, especula-se ainda que STI1 possa agir como um fator

solavel neurotrofico, uma vez que STI1 apresenta-se secretada em certas
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linhagens tumorais e em cultura de astrocitos (EUSTACE e JAY 2004 e LIMA et

al manuscrito em preparacéo) (Figura 22).
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STI1 secretada por astrocitos ST de superficie celular

Legenda: A, A forma secretada de STI1 pode interagir com PrPc e ativar a cascata de
transducéo de sinal que leva a sobrevivéncia neuronal (PKA) ou neuritbgenese (Erk). B, A fracao
de STI1 presente na membrana plasmatica pode ligar PrPc de células distintas e ativar vias de
sinalizagao especificas (PKA ou MAPK).

Figura 22 - Modelos alternativos de atuacdo de STI1, quando soluvel ou
integrada a membrana plasmatica, na neuritogénese e neuroprotecao:

Em um segundo momento, mostramos que o0s outros ligantes de PrPc, Ln
e Vn, assim como STI1, encontram-se envolvidos em neuritogénese, sendo que
para Vn, este efeito é dependente de PrPc, mas pode ser compensado por

integrinas.
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Além disso, a interacdo entre Ln e PrPc mostra-se envolvida em
mecanismos de consolidacdo das memorias de curta e longa duracdo atraves
de vias classicas de sinalizagéo.

E interessante observar que o comportamento de PrPc associado a cada
ligante descrito neste estudo reflete em fendmenos bioldgicos integrados, ou
seja, neuritogénese em SNC e SNP e sobrevivéncia neuronal. A neuritogénese
pode ser relacionada a plasticidade neuronal e especificamente neste caso a
consolidacdo da memoria. Entretanto, outros eventos biolégicos podem ser
relacionados com o fendtipo desencadeado pela ativacdo do complexo multi-
protéico, do qual PrPc faz parte.

Preliminarmente, ao analisar os efeitos bioldgicos induzidos pelo
complexo PrPc, STI1, Ln e Vn, na neuritogénese de neurdnios periféricos,
obtivemos resultados um tanto quanto curiosos.

Uma vez que, Ln e STI1 ligam a PrPc em diferentes dominios as mesmas
poderiam agir conjuntamente na neuritogénese. De fato, culturas neuronais
tratadas com ambas as proteinas apresentaram um efeito sinérgico muito
acentuado e o mesmo ndo foi observado com o tratamento isolado (com
concentracdes sub-6timas). Isto indica, uma integracdo ativa do complexo PrPc-
STI1-Ln nesse fendtipo.

Ja as moléculas de Vn e STI1 sdo mutuamente exclusivas quanto a
ligacdo a PrPc, pois ambas compartiiham o mesmo dominio de ligacdo desta
proteina. Além disso, Vn possui uma afinidade dez vezes maior que STI1.
Apesar de Ln e Vn ligarem-se a dominios diferentes de PrPc, quando

combinadas mostram um efeito maior sobre a neuritogénese. Portanto, no
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micro-ambiente celular, os fenbmenos bioldgicos mediados por TI1, Lh e Vn
dependerdo da disponibilidade de cada uma delas e de seus respectivos
receptores celulares especificos.

O conjunto de resultados aqui apresentados demonstrou que PrPc
participa na formacdo de neuritos, sobrevivéncia neuronal e consolidacdo da
memaoria em conjunto com outros ligantes.

No entanto, como pode ser visto, muitas questdes sobre PrPc e suas
interagbes ainda permanecem em aberto. O melhor conhecimento dessas
ligacdes podera ajudar a desvendar o (s) papel (éis) fisiologico (s) de PrPc e
também podera trazer informacbes favoraveis ao desenvolvimento de

compostos terapéuticos para o tratamento de doencas pribnicas.
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Anexo | - Artigo intitulado: Stress inducible protein 1 is a cell surface ligand for

cellular prion protein that triggers neuroprotection.
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Anexo Il - 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 Il - 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.
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