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RESUMO 

Muras, AG. Avaliação da participação de prion celular em fenômenos 

associados a tumorigênese e metástase experimentais. São Paulo; 

2005. [Tese de Doutorado-Fundação Antônio Prudente]. 

O prion celular (PrPc) exerce papel fundamental nas encefalopatias 

espongiformes. No entanto, suas funções fisiológicas ainda não foram 

totalmente compreendidas. Nosso grupo mostrou, previamente, que PrPc se 

liga a laminina (LN}, uma proteína da matriz extracelular, e que esta 

interação medeia adesão neuronal, formação e manutenção de neuritos 

(GRANER et ai. 2000a). Sabendo-se que a matriz extracelular e em 

particular, LN, pode influenciar os processos tumorais e metastáticos, 

decidimos investigar a possível participação de PrPc nestes eventos. Para 

tanto, células embrionárias mesenquimais (CEM) de camundongos tipo 

selvagem (Prnp+1+) ou deficientes do gene de PrPc (Prnp010
) foram 

transfectadas com um vetor que codifica a expressão dos oncogenes rase 

myc. Foram selecionados três clones transformados a partir de cada grupo 

de células: CEM Prnp+J+ raslmyc e Prnp010 ras/myc, que possuíam expressão 

similar de ambas as oncoproteínas. Os clones Prnp+l+ ras/myc e Prnp010 

ras/myc apresentaram tempos de duplicação semelhantes in vitro, assim 

como exibiram doses tumorais mínimas semelhantes quando injetados por 

via subcutânea no dorso de camundongos tipo selvagem. Os clones Prnp+l+ 

ras/myc e Prnp010 ras/myc foram testados em modelo de metástase 

experimental (colonização pulmonar), injetando-se células na veia lateral da 

cauda de camundongos tipo selvagem. Após 21 dias, o número de colônias 

pulmonares presentes na superfície pleural foram quantificados. Os clones 

Prnp010 raslmyc produziram um número de colônias pulmonares 

estatisticamente superior ao dos clones Prnp +I+ raslmyc. Ensaios de 

esteróides multicelulares mostraram que os clones Prnp010 ras/myc 

apresentam uma maior adesão célula-célula do que aqueles Prnp+l+ raslmyc. 

Entretanto, nenhuma alteração na expressão de ICAM-1 (CD54) ou 



caderinas foi encontrada entre eles. Por outro lado, experimentos de 

imunofluorescência, mostraram que células dos clones Prnp010 raslmyc assim 

como sua parenta! CEM Prnp010 apresentam a integrina avf33 funcionalmente 

mais ativada do que seus equivalentes Prnp+1+. Estes dados sugerem que a 

ausência de PrPc leva a uma regulação positiva na atividade de avf33 

integrina. Por sua vez, sabe-se que o aumento da atividade desta integrina 

pode ser responsável pela maior adesão das células tumorais a vitronectina 

e componentes sanguíneos como as plaquetas, com conseqüente aumento 

na formação de êmbolos. Desta forma, variações na expressão de PrPc 

podem contribuir na sinalização celular, em particular naquela envolvida com 

a ativação da integrina avf33, que por sua vez participa na formação de 

êmbolos e conseqüente aumento na colonização de células tumorais. 



SUMMARY 

Muras, AG. Evaluation of prion protein participation in experimental 

tumorigenesis and metastasis related processes. São Paulo; 2005. [Tese 

de Doutorado-Fundação Antônio Prudente]. 

The cellular prion (PrPc) has a criticai role in spongiform encephalopathies. 

However, its physiological functions are not completely understood. We have 

previously shown that PrPc binds the extracellular matrix protein, laminin 

(LN), and this interaction affects neuronal cell adhesion, neurite formation 

and maintenance (GRANER et ai. 2000a). The extracellular matrix and in 

particular, LN, can affect the tumoral and metastatic processes, therefore we 

decided to investigate a possible participation of PrPc in such processes. 

Thus, mesenchimal embryonic cells from wild-type (Prnp+1+) or PrPc gene 

ablated mice (Prnp010
) were transfected with a vector containing the 

expression sequences of ras and myc oncogenes. We isolated three 

transformed clones from each genotype (Prnp+l+ and Prnp010
) with similar 

expression of both oncoproteins. Prnp+r+raslmyc or Prnp010ras/myc clones 

presented the same doubling time in vitro as well as similar minimum tumoral 

doses when injected subcutaneously in the dorsal region of wild type mice. In 

lung colonization assays, an experimental model of metastasis, 

Prnp+1+ras/myc or Prnp010raslmyc clones were injected in the lateral tail vein 

of wild-type mice and the number of pulmonary colonies were counted after 

21 days. Prnp010ras/myc clones exhibited a significant higher number of lung 

colonies than those presented by Prnp+1+raslmyc ones. Multicellular 

spheroids from Prnp010ras/myc clones showed a higher cell-cell interaction 

and a lower cellular scattering when compared with the Prnp +I+ raslmyc ones. 

However, alterations in the expression of ICAM-1 (CD54) and cadherins were 

not found between the Prnp010ras/myc and Prnp+1+raslmyc clones. On the 

other hand, immunofluoresce assays revealed that Prnp010 ras/myc clones 

and the mesenchimal embryonic Prnp010 parenta! cells presented a higher 

avf33 activity when compared to the Prnp +I+ ones. These data suggest that the 



PrPc depletion leads to a positive regulation of avJ33 integrin activity. lt is well 

known that tumoral cell adhesion mediated by avJ33, can mediate tumoral cell 

adhesion to vitronectin and other blood components, such platelets, 

increasing embolization capacity. Thus, alterations on PrPc expression can 

regulate cellular signaling, particularly, that involved in av~3 integrin activation 

which participates on cellular embolization and consequently elevation on 

pulmonar colonization. 
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1 INTRODUÇÃO 

O scrapie em ovelhas foi a primeira doença de prion a ser descrita, há 

mais de 250 anos. Subseqüentemente, um grupo de encefalopatias 

espongiformes transmissíveis foram descritas em outros animais, incluindo a 

encefalopatia espongiforme bovina, ou doença da vaca louca, entre outras. 

Prions têm sido responsáveis por um século inteiro de episódios 

trágicos. Há 50 anos, o kuru dizimou a população de Papua, na Nova Guiné. 

Então, a transmissão iatrogênica de prions, através de transplantes e do uso 

de hormônio de crescimento obtido a partir de cadáveres, causou mais de 

250 casos da doença de Creutzfeldt-Jakob (CJD). Mais recentemente, o uso 

de ração preparada a partir de carcaças de ovelhas contaminadas, levou ao 

aparecimento da encefalopatia espongiforme bovina no Reino Unido, 

trazendo sérios problemas econômicos e a transmissão da encefalopatia 

espongiforme bovina para humanos, através da ingestão de carne 

contaminada, o que se tornou um problema de saúde pública (AGUZZI e 

POL YMENIDOU 2004). 

As duas últimas décadas foram de grandes descobertas na área, o 

que inclui o isolamento do agente infeccioso (a proteína prion), resistente à 

ação de proteases (BOL TON et ai. 1982), a formulação da teoria que explica 

a transmissão da doença mediada apenas por protefna ou ffprotein-only" 

hypothesis (PRUSINER 1982), a clonagem do gene Prnp e a surpreendente 
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descoberta de que seu produto é expresso em células normais (OESCH et 

ai. 1985; CHESEBRO et ai. 1985; BASLER et ai. 1986). 

A descoberta do caráter infeccioso dos prions representa a quebra do 

dogma central da biologia molecular, destituindo os ácidos nucléicos (DNA e 

RNA) da condição de únicos transmissores de informações hereditárias. 

Embora a biologia dos prions represente uma área não totalmente 

compreendida, muito se sabe sobre doenças priônicas. Portanto, torna-se 

difícil abordar profundamente todos os aspectos relativos a estes 

conhecimentos. Assim, uma breve introdução será feita sobre as doenças 

priônicas, seu mecanismo de transmissão e um histórico das principais 

descobertas a respeito de prions. 

No entanto, o enfoque principal será dado à proteína prion celular 

(PrPc), a isoforma normal de prion ou prion scrapie (PrPsc). A função 

biológica de PrPc ainda é alvo de estudo intenso, mas esta parece atuar em 

um amplo número de processos celulares, especialmente importantes no 

sistema nervoso central, envolvendo proteção contra estresse oxidativo, 

metabolismo de íons cobre, proteção contra morte celular programada e 

neuritogênese (GRANER et ai. 2000a; CHIARINI et ai. 2002; ZANATA et ai. 

2002; AGUZZI e POL YMENIDOU 2004). 
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1.1 A DESCOBERTA DE PRION E A "PROTEIN-ONLY" 

HYPOTHESIS 

Fortes evidências apontavam para o caráter infeccioso do scrapie, a 

encefalopatia espongiforme de ovelhas. Indícios vieram do trabalho de 

CHANDLER em (1971) que transmitiu experimentalmente o scrapie para 

camundongos e de GAJDUSEK et ai. (1966), um neurologista que estudava 

o kuru, uma doença humana que ocorreu entre nativos de um povoado da 

Nova Guiné, conhecido por praticar rituais de canibalismo. O kuru é uma 

doença neurodegenerativa, caracterizada por ataxia cerebelar e 

subseqüente demência, levando o doente à morte dentro de um ano. As 

surpreendentes similaridades entre o scrapie e o kuru, especialmente a 

degeneração espongiforme, sugeriam uma patogênese comum. A 

transmissão do kuru para chimpanzés confirmou o caráter infeccioso da 

doença. 

A hipótese inicial supunha que se tratasse simplesmente de um vírus 

não convencional, ainda não identificado (GAJDUSEK et ai. 1977; 

DIRINGER et ai. 1993). Outra hipótese, sugeria que o agente infeccioso 

pudesse ser um virino, uma molécula informacional muito pequena, 

encapsulada por um envoltório protéico, possivelmente sintetizado pelo 

hospedeiro (KIMBERLIN 1982). A estrutura desse envoltório poderia 

justificar a preservação do material genético encapsulado frente aos diversos 

tratamentos que destroem ácidos nucléicos. No entanto, nunca se identificou 

consistentemente a presença de ácidos nucléicos associados ao agente 
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infeccioso das TSEs (PRUSINER 1998). Ao contrário, o agente infeccioso 

mostrou-se resistente a tratamentos que degradam ácidos nucléicos, como 

irradiação por luz ultravioleta (ALPER et ai. 1967). Portanto, pareceu pouco 

provável que um vírus ou outros agentes convencionais pudessem ser o 

agente causador dessas enfermidades. Por outro lado, procedimentos que 

modificavam ou degradavam proteínas (como proteases, SDS e fenol), 

notavelmente diminuíam a infectividade do scrapie (PRUSINER et ai. 1982). 

Desta forma, já que a infectividade do scrapie estava relacionada a presença 

de proteína, a procura pelo agente infeccioso intensificou-se. 

Quando frações de extratos de cérebro de hamsters infectados por 

scrapie foram enriquecidas (em gradiente de sacarose) e iodinadas, a 

proteína predominantemente encontrada foi PrPsc (BOL TON et ai. 1982). A 

partir desse material foi identificada uma proteína que não foi encontrada em 

fração similar proveniente de cérebros não infectados. Tal proteína migra 

com peso molecular aparente de 27 -30kDa em géis de 

poliacrilamida/duodecilsulfato de sódio. Sua resistência a digestão com 

proteinase K a distinguiu de proteínas similares de mesmo peso molecular 

encontradas em cérebros de animais saudáveis. Além disso, o material 

mostrou-se semelhante a placas amilóides, altamente insolúvel 

(birrefringência à luz polarizada após coloração por vermelho Congo). 

Posteriormente, foi extraído de cérebros de pacientes portadores de doença 

de Creudzfeldt-Jakob (CJD), material com características semelhantes, do 

ponto de vista bioquímica e microscópico (PRUSINER et ai. 1983). Portanto, 

todos estes achados sugeriram fortemente a composição exclusivamente 
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protéica do agente infeccioso envolvido com scrapie e com as demais 

doenças relacionadas (PRUSINER 1982). 

Em 1967, GRIFFITH já havia proposto a intrigante hipótese de que o 

agente responsável pela transmissão da doença pudesse ser uma proteína 

com a capacidade de se replicar no organismo afetado, sem a participação 

de material genético - a "protein only" hypothesis. Em 1982, STANLEY 

PRUSINER cunhou o termo "prion", fazendo uma abreviação a partir da 

expressão "proteinaceous infeccious particle", para se referir ao singular 

agente causador das encefalopatias espongiformes transmissíveis. 

As partículas infecciosas purificadas foram utilizadas na produção de 

anticorpos que, surpreendentemente, reconheceram uma proteína de 33-

35kDa, presente tanto em cérebro de animais normais como em animais 

infectados (OESCH et ai. 1985; MEYER et ai. 1986). Após o 

seqüenciamento da extremidade aminoterminal desta proteína, foi possível a 

síntese de peptídeos que foram utilizados como antígenos na produção de 

anticorpos policlonais em coelhos. Tais anticorpos reagiram com a mesma 

proteína de 33-35kDa, sugerindo assim que a proteína presente nas 

partículas infecciosas do scrapie estaria presente no cérebro de animais 

sadios, não infectados (MEYER et ai. 1986). 

Curiosamente, em extratos purificados de cérebro de animais 

infectados, o anticorpo produzido contra partículas infecciosas reconheceu 

uma proteína com peso molecular de 27-30kDa. Descobriu-se mais tarde 

que PrP27-30, posteriormente denominado de PrPres (proteína prion 

resistente à proteólise limitada), era resultante do tratamento com proteases 
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durante a purificação. A remoção, por proteólise parcial, dos primeiros 67 

resíduos da extremidade amino-terminal da proteína extraída de cérebros de 

animais infectados por scrapie ou de pacientes com CJD ou síndrome de 

Gerstmann-Strãussler-Scheinker (GSS), reduz seu peso molecular de 33-

35kDa para 27 -30kDa (OESCH et ai. 1985). Além disso, o seqüenciamento 

dos resíduos da porção amino-terminal de PrP27 -30 possibilitou a síntese de 

oligonucleotídeos degenerados e a clonagem de um gene, a partir de 

bibliotecas de cDNA de hamsters normais e infectados (BASLER et ai. 

1986). Esse fato comprovou que a partícula infecciosa é realmente 

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

cromossomo 20 do homem e no cromossomo 2 de camundongo (OESCH et 

ai. 1985; CHESEBRO et ai. 1985). 

Portanto, a proteína denominada PrPsc (prion scrapie) parece ser o 

principal, senão o único, componente, da partícula infecciosa. PrPc e PrPsc 

possuem a mesma sequência de aminoácidos e diferem apenas em suas 

propriedades fisico-químicas (MEYER et ai. 1986; TURK et ai. 1988). 

Enquanto o PrPc é solúvel e suscetível à ação de proteases, sua forma 

anormal, o PrPsc apresenta-se muito insolúvel e resistente à proteólise 

limitada. Estas propriedades de PrPsc favorecem a formação de agregados 

insolúveis que se depositam lenta e progressivamente em várias regiões do 

sistema nervoso, causando a morte celular (CAUGHEY e LANSBURY 2003). 

Estudos de modelagem molecular, determinaram que a proteína PrPc 

possuía em sua estrutura aproximadamente 40% de a-hélices, e uma 

pequena quantidade de folha J3 pregueada (GASSET et ai. 1992; PAN et ai. 
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1993). Por outro lado, modelos propostos para PrPsc, sugeriam que a 

conversão da isoforma normal para a infecciosa ocorria a partir da 

transformação das a-hélices da região amino-terminal em folhas f3 (HUANG 

et ai. 1996). O alto conteúdo de folhas f3 em PrPsc foi predito com base na 

capacidade de polimerização desta molécula, gerando fibrilas amilóides 

(PRUSINER et ai. 1983), o que foi posteriormente confirmado por estudos 

em espectroscopia ótica (PRUSINER 1997). 

As principais descobertas na pesquisa sobre prions estão 

sumarizadas na na Tabela 1 . adaptada por Hajj 2004 (AGUZZI e 

POL YMENIDOU 2004). 

1.2 DOENÇAS POR PRIONS 

As encefalopatias espongiformes transmissíveis (TSEs) compõem um 

grupo biologicamente singular de doenças. A degeneração espongiforme, 

gliose, deposição de material amilóide no sistema nervoso central e extensa 

morte neuronal (WELLS et ai. 1995) são características comuns deste grupo 

de doenças que têm atingido tanto o homem como animais (Tabela 2) e, 

embora a etiologia destas doenças tenha permanecido obscura durante 

muitos anos, sendo atribuída a infecção por vírus ou viróides, sabe-se hoje 

que elas são causadas pelo acúmulo intra-cerebral progressivo de uma 

proteína extremamente insolúvel conhecida como prion (PRUSINER 1991, 

1997, 1998). As doenças priônicas, que acometem o homem ou animais, 

são incuráveis e fatais. 
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Tabela 1 - Histórico das descobertas mais relevantes na biologia dos prions. 

Ano Descoberta 

1898 Primeira descrição científica do scrapie (BESNOIT e MOREL 1898) 

1920 Primeira descrição científica de CJD (CREUTZFELDT 1920; JAKOB 1921) 

1939 Transmissão experimental de scrapie (CUILLE e CHELLE 1939) 

1957 Primeira descrição científica do kuru (GAJDUSEK e ZIGAS 1957) 

1959 Similaridades entre kuru e scrapie são observadas (HADLOW 1959) 

1961 Múltiplas cepas do agente causador do scrapie (PATTISON e MILLSON 1961) 

1961 scrapie é transmitido experimentalmente para camundongos (CHANDLER 

1961) 

1963 Transmissão experimental de kuru para chimpanzés (GAJDUSEK et ai. 1966) 

1966 Agente do scrapie é resistente à irradiação (ALPER et ai. 1966; ALPER et ai. 

1967) 

1967 Hipótese da transmissão através de proteínas (GRIFFITH 1967) 

1968 Transmissão de CJD para chimpanzés (GIBBS et ai. 1968) 

1980 Extrato de scrapie é rico em proteína resistente à digestão (PRUSINER et ai. 

11980) 

1982 Surge o conceito de prion (PRUSINER 1982) 

1985 Clonado o gene que codifica PrPc (OESCH et ai. 1985; CHESEBRO et ai. 

1985) 

1986 PrPc e PrPsc são codificados pelo mesmo gene (BASLER et ai. 1986) 

1987 Primeira descrição de BSE (WELLS et ai. 1987) 

1989 Mutações no gene de PrPc causam GSS (HSIAO et ai. 1989) 

1992 Construção de camundongo deficiente para PrPc (BUELER et ai. 1992) 

1993 Camundongos sem PrPc não são infectados por scrapie (BUELER et ai. 1993) 

1993 Diferenças estruturais entre PrPc e PrPsc (PAN et ai. 1993) 

1994 Transformação de PrPc em PrPres em sistema acelular (KOCISKO et ai. 1994) 

1996 Descrição de vCJD (WILL et ai. 1996) 

1996 PrPsc de BSE possui padrão de glicosilação único (COLLINGE et ai. 1996) 

1996 NMR de PrPc (RIEK et ai. 1996) 

1997 vCJD é causado por infecção de BSE (HILL et ai. 1997; BRUCE e WILL 1997) 

2000 Transmissão experimental de BSE via transfusão de sangue (HOUSTON et ai. 

2000) 

2003 Depleção de PrPc em neurônios reverte sintomas de TSEs (MALLUCCI et ai. 

2003) 

2004 PrPc recombinante pode ser convertido em infeccioso (LEGNAME et ai. 2004) 

Fonte: HAJJ (2004). 
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1.2.1 Doenças por prions em animais 

O scrapíe, doença que afeta ovelhas e cabras, tem sido uma 

preocupação desde o século 19, o que é compreensível considerando-se a 

importância comercial da lã na indústria têxtil, durante a revolução industrial. 

A doença se manifesta nos animais acometidos por excitabilidade, coceira e 

conseqüente queda de pêlos, ataxia e paralisia sendo que, após o 

aparecimento destes sinais, o curso da doença até a morte do animal é 

muito curto (NARANG 1987; PRUSINER 1991, 1997). 

A encefalopatia espongiforme bovina (BSE) ou "doença da vaca 

louca" (WELLS et ai. 1995) mudou drasticamente a percepção pública das 

doenças de prion, especialmente na Inglaterra, onde uma epidemia atingiu 

quase um milhão de cabeças de gado. Após o reconhecimento do BSE, 

estudos indicaram que a fonte de infecção teria sido a ração oferecida aos 

animais. Esta era preparada a partir de carne e ossos de ovelhas que, na 

década de 70, passou por alterações em seu processamento permitindo, 

possivelmente, que o agente infeccioso do scrapie permanecesse ativo 

contaminando o gado bovino (WILESMITH e WELLS 1991; WILESMITH et 

ai. 1991 ). O período de incubação da doença é de aproximadamente 5 anos 

e o gado acometido morre entre duas semanas a seis meses após a 

detecção dos primeiros sinais clínicos. Entre eles estão excitabilidade e 

comportamento apreensivo e agressivo, seguidos por alteração de marcha, 

dificuldade de se levantar, ataxia das patas posteriores e perda de peso. 
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As alterações histopatológicas assemelham-se às observadas em 

ovelhas com scrapie, com extensa perda neuronal e vacuolização cerebral 

(PRUSINER 1997). 

Outros animais podem desenvolver TSEs, como ruminantes e 

primatas não humanos, martas ("transmissible mink encephalopathy"), gatos 

domésticos (WY A TT et ai. 1991) e outros felinos ("transmissible fetine 

encephalopathies"). Estes casos ficaram restritos a animais em cativeiro e 

sua origem está claramente relacionada à alimentação e, portanto, à 

provável contaminação da ração com BSE. Cervos e antílopes selvagens 

("chronic wasting disease") são acometidos por encefalopatias de origem 

desconhecida, sem conexão epidemiológica com BSE (PRUSINER 1998; 

SIGURDSON e MILLER 2003). 

1.2.2 Doenças por prions em humanos 

a) Doença de Creutzfeldt-Jakob familial (fCJD) 

Esta doença neurodegenerativa humana foi primeiramente relatada 

por H. G. Creutzfeldt em 1920 e, em 1921, por A. Jakob, citado por 

MASTERS et ai. (1981) e RICHARDSON e MASTERS (1995). Cerca de 

14% dos casos de CJD possuem caráter familial autossômico dominante 

(MASTERS et ai. 1981) sendo, portanto, doença hereditária, com várias 

alterações genéticas descritas, como diversas mutações pontuais e 

inserções do octapeptídeo repetitivo do gene codificador de PrPc (Prnp) 

(Tabela 3). 
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A fCJD atinge igualmente homens e mulheres, com idade média de 

60 anos. 

b) CJD iatrogênica (iCJD) 

A iCJD pode surgir da transmissão horizontal, invariavelmente 

relacionada a produtos hospitalares. A iCJD surgiu como uma complicação 

decorrente de neurocirurgias, transplantes de córnea, transplante e uso 

terapêutico de dura mater humana, tratamento com hormônio do 

crescimento ou gonadotrofinas cadavéricas e do emprego de eletrodos. Esta 

forma continua sendo muito rara, com 267 casos reportados até 2000. 

A contaminação por inoculação periférica ou por implantes de dura 

mater está associada a manifestações clínicas como ataxia. O período de 

incubação pode variar de 18 meses a 18 anos, nos casos de transplante de 

dura mater, enquanto que a injeção subcutânea de hormônio de 

cresdmento, vai de 5 a 30 anos. Já a introdução intracerebral direta, 

inclusive transplantes de córnea, resulta em demência, com períodos de 

incubação de 16 a 28 meses (COLLINS et ai. 2004). 

c) Doença de Creutzfeldt-Jakob- forma esporádica (sCJD): 

A sCJD assim como sua forma hereditária, fCJD, tipicamente produz 

demência rápida e progressiva, levando 90% dos doentes à morte dentro de 

12 meses. O início da doença ocorre em média aos 60 anos, contrastando 

com o mal de Alzheimer e com a doença de Parkinson, cuja incidência 

eleva-se abruptamente com a idade, sCJD exibe um declínio após os 70 

anos de idade (COLLINS et ai. 2004) 
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Ansiedade, distúrbios do sono, perda de peso ocorrem em 40°/o dos 

pacientes, dias ou semanas antes do aparecimento dos sinais de distúrbios 

do sistema nervoso central (SNC). Declínio cognitivo e alterações 

comportamentais são sinais invariáveis, com movimentos mioclônicos e 

ataxia cerebelar em 70-80% dos casos (BROWN et ai. 1994 ). 

Num subtipo desta doença, os pacientes apresentam degeneração do 

tálamo, com pequena ou nenhuma alteração espongiforme e insônia 

freqüente - este perfil clínico foi denominado insônia esporádica fatal (FSI) 

(MASTRIANNI et ai. 1999; COLLINS et ai. 2004). 

A causa desta doença é desconhecida, sendo que nenhuma alteração 

no gene Prnp é encontrada nestes pacientes. Além disso, os indivíduos 

portadores da forma esporádica de CJD não fazem parte do grupo de risco 

que tenha recebido algum tipo de transplante, transfusão sangüínea ou que 

fizeram uso de hormônio de crescimento purificado de pituitárias. 

d) CJD variante (vCJD) 

Esta enfermidade foi primeiramente identificada em 1996 e estudos 

bioquímicas, neuropatológicos e de transmissão embasaram a hipótese de 

que esta forma da doença estaria ligada à encefalopatia espongiforme 

bovina. COLLINGE et ai. em 1996 demonstraram que as partículas 

infecciosas provenientes destes pacientes possuíam características 

diferentes daquelas de outras formas de CJD, no entanto, eram semelhantes 

àquelas causadoras de BSE. 



13 

Contrastando com a forma clássica da doença, os pacientes com 

vCJD são muito mais jovens (a morte ocorre em média aos 29 anos) e, 

aproximadamente 60°k apresentam sintomas psiquiátricos, como ansiedade 

e insônia. Alterações neurológicas são evidentes, com experiências 

sensoriais desagradáveis ou dolorosas. Ainda são observadas alterações na 

locomoção, dificuldades na fala e tremores, aproximadamente 6 meses 

antes da apresentação de movimentos involuntários. A duração da doença é 

de 14 meses em média. 

O cérebro desses pacientes costuma apresentar altas cargas do 

agente infeccioso, exibindo placas amilóides circundadas por vacúolos 

(placas floridas) . Todos os casos estudados exibiram metionina em 

homozigose no códon 129, um achado consistente com o padrão de 

suscetibilidade encontrado no kuru, como descrito mais abaixo (WILL et ai. 

2000; COLLINS et ai. 2004). 

No entanto, foi relatado recentemente o aparecimento de um caso de 

vCJD pré-clínico em paciente que apresentava heterozigose no códon 129, e 

que recebeu transfusão de sangue de doador que subseqüentemente 

desenvolveu vCJD. Este caso sugere que a suscetibilidade a vCJD não é 

restrita a portadores do genótipo em homozigose para metionina no códon 

129 (PEDEN et ai. 2004). 

e) Síndrome de Gerstmann-Strãussler-Scheinker (GSS) 

É uma doença rara do SNC, de caráter autossômico dominante, 

caracterizada por anormalidades motoras e intelectuais. Várias alterações 
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em Prnp estão associadas a esta síndrome (Tabela 3), entre elas a mutação 

P1 02L é a mais freqüente. 

Os sinais típicos são ataxia cerebelar lenta e progressiva, iniciando 

por volta da quinta ou sexta década de vida, acompanhada de declínio 

cognitivo (MASTERS et ai. 1981 ). Ocorre ainda o aparecimento de placas 

amilóides multicêntricas, sendo este um achado constante, ao contrário da 

degeneração espongiforme (MASTERS et ai. 1981 ). 

f) Insônia Familiar Fatal (FFI) 

O termo insônia familiar fatal foi proposto em 1986 para descrever 

uma enfermidade que atingiu cinco membros de uma grande família italiana 

(COLLINS et ai. 2004), onde o seqüenciamento do gene Prnp revelou 

mutação no códon 178 (D178N) (MEDORI et ai. 1992). lnteressantemente, o 

fenótipo da mutação D178N depende do polimorfismo presente no códon 

129. Quando a mutação está associada com metionina na posição 129, o 

paciente apresenta FFI. Entretanto, a presença de val1na em 129 associada 

a mutação, leva a CJD. 

A doença atinge o homem geralmente na quinta década de vida, 

levando à morte em 13-15 meses após o aparecimento dos primeiros 

sintomas (MEDORI et ai. 1992; MCLEAN et ai. 1997), entre eles, perda de 

peso, letargia e cansaço. 

Ocorrem alterações profundas no ciclo de sono e vigília, com insônia 

proeminente, superatividade simpática, diversas anormalidades endócrinas 

podem estar presentes, como alteração das oscilações circadianas. 
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Acredita-se que estes sinais e sintomas estejam relacionados a severa 

perda do núcleo talâmico, com falha na integração entre o córtex e o tronco 

cerebral com o sistema límbico e com a rede autônoma central (COLLINS et 

ai. 2004). 

g) Kuru 

O kuru surgiu em meados da década de 50, atingindo algumas tribos 

da Nova Guiné, que praticavam rituais de canibalismo (GAJDUSEK 1977). 

Além disso, o kuru pôde ser transmitido a chimpanzés (GAJDUSEK et ai. 

1966}, confirmando o seu caráter infeccioso. 

A doença caracteriza-se por ataxia cerebelar, acompanhada de 

tremores no tronco, cabeça e extremidades. Subseqüentemente, surgem 

dificuldades para andar, falar e alterações das funções intelectuais. 

Alterações emocionais, agressividade e hostilidade, incontinência urinária e 

fecal e desaparecimento da fala são características das fases mais 

avançadas da doença, cujo curso clínico é rápido, de aproximadamente 3 a 

6 meses após o aparecimento dos primeiros sintomas (GAJDUSEK e ZIGAS 

1957) 

Do ponto de vista histopatológico, observam-se alterações 

espongiformes, astrogliose e deposição de placas amilóides na maioria dos 

casos, especialmente no cerebelo e no sistema extrapiramidal (GAJDUSEK 

e ZIGAS 1957; KLATZO et ai. 1959). 

A presença de metionina em homozigoze no códon 129 é um fator 

determinante de suscetibilidade à doença, elevando o risco de desenvolver o 
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kuru, com conseqüente diminuição da idade ao aparecimento da doença, 

diminuição dos tempos de incubação e de duração da doença 

(CERVENAKOVA et ai. 1994; LEE et ai. 2001 a). 

Assim que a prática de canibalismo foi abolida, na última metade da 

década de 50, a prevalência da doença declinou rapidamente. 

h) Doenças Psiquiátricas 

Diante da associação entre sintômas psiquiátricos e doenças 

causadas por prions, nosso grupo procurou investigar se a presença de 

mutações em Prnp poderiam estar associadas com doenças psiquiátricas. 

Assim, SAMAIA et ai. (1997) identificaram a substituição de um resíduo de 

asparagina por uma serina, no códon 171 em Prnp (N171 S), em indivíduos 

pertencentes a uma família com alta incidência de doença esquizoafetiva ou 

esquizofrênica, demonstrando pela primeira vez a associação entre PrPc e 

doenças psiquiátricas. 

i) Epilepsias 

Em 1999, nosso grupo demonstrou que animais Prnp010 exibiram 

sensibilidade aumentada a convulsões quando comparados a animais tipo 

selvagem (WALZ et ai. 1999), o que sugeriu participação de PrPc em 

processos epilépticos. 

Nosso grupo demonstrou em estudos subseqüentes que o 

polimorfismo no códon N171 S do gene Prnp é altamente prevalente (23%) 

em pacientes com epilepsia do lobo temporal mesial associada a esclerose 
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hipocampal, de difícil controle farmacológico. Esta variante não foi 

encontrada em 200 controles normais. Pacientes que apresentam esse alelo 

exibiram chance cinco vezes maior de recidiva após a lobectomia temporal 

em relação àqueles que carregam o alelo normal (WALZ et ai. 2003). 

Também demonstrou-se que esse mesmo alelo variante está 

associado a epilepsias decorrentes de diferentes formas de mal-formações 

do desenvolvimento cortical (WALZ et ai. 2004). 
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Tabela 2- As doenças de prion. 

Doença 

kuru 

iCJD 

vCJD 

fCJD 

GSS 

FFI 

sCJD 

FSI 

scrapie 

BSE 

TME 

CWD 

FSE 

Hospedeiro Mecanismo da patogênese 

Homem Infecção através de ritual de canibalismo 

Homem lnfeção por transplantes, hormônio do 
crescimento, etc. 

Homem Infecção por prions bovinos (?) 

Homem Mutação germinativa no gene de PrPc 

Homem Mutação germinativa no gene de PrPc 

Homem Mutação germinativa no gene de PrPc 

Homem Mutação somática no gene de PrPc ou 
conversão espontânea de PrPc em PrPsc (?) 

Homem Mutação somática no gene de PrPc ou 
conversão espontânea de PrPc em Prpsc (?) 

Ovelhas e cabras Infecção em ovelhas geneticamente suscetíveis 
(?) 

Gado Infecção por ração de origem animal 
contaminada por prions 

Marta Infecção por prions de gado ou de ovelhas 

Cervos e antílopes Desconhecido 

Gatos Infecção por carne contaminada 

"Exotic ungulate Ungulados Infecção por ração de origem animal 
enceehaloeath~." contaminada por prions 

Fonte: Adaptado de PRUSINER et ai. (1998). 
Abreviações: CJD, doença de Creutzfeldt-Jakob; iCJD, CJD iatrogência; vCJD, CJD nova 
variante; fCJD, CJD familial; sCJD, CJD esporádica; GSS, doença de Gerstmann­
Strãussler-Scheinker; FFI, insônia familial fatal; FSI, insônia esporádica fatal; BSE, 
encefalopatia espongiforme bovina; TME, encefalopatia transmissível do visão; CWD, 
doença debilitante crônica; FSE, encefalopatia espongiforme felina. 
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Tabela 3 - Principais alterações em PrPc (mutações e inserções) associadas 
à doenças humanas por prions. 

Códons Mudanças em PrPc Doenças Referências 
associadas 

51 -90 Inserção de 48 a 216 pb CJD/GSS (GOLDFARB et ai. 1993) 

102 Pro/Leu GSS (DOH-U RA et ai. 1989) 

105 Pro/Leu GSS (Y AMADA et ai. 1993) 

117 AlaNal GSS (DOH-URA et ai. 1989) 

131 GlyNal GSS (PANEGYRES et ai. 2001) 

145 Tyr/STOP GSS (GHETTI et ai. 1996) 

171 Asn/Ser Esquizofrenia (SAMAIA et ai. 1997) 

178 Asp/Asn FFIICJD (MEDORI et ai. 1992) 

180 Valllle CJD (KIT A MOTO et ai. 1993) 

183 Thr/Aia CJD (NITRINI et ai. 1997) 

187 His/Arg GSS (CERVENAKOVA et ai. 1999) 

188 Thr/Lys Demência (FINCKH et ai. 2000) 

196 Glu/Lys CJD (PEOC'H et ai. 2000) 

198 Phe/Ser GSS (HSIAO et ai. 1992) 

200 Glu/Lys CJD/FFI (INOUE et ai. 1994) 

202 Asp/Asn GSS (PICCARDO et ai. 1998) 

208 Arg/His CJD (MASTRIANNI et ai. 1996) 

210 Vai/li e CJD (POCCHIARI et ai. 1993) 

211 Glu/Gin CJD (PEOC'H et ai. 2000) 

212 Gln/Pro GSS (PICCARDO et ai. 1998) 

217 Gln/Arg GSS (HSIAO et ai. 1992) 

232 Met/Arg CJD (KIT AMOTO et ai. 1993) 

Fonte: CASTRO (2004). 
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1.3 BIOLOGIA DA PROTEÍNA PRION CELULAR (PrPc) 

1.3.1 O gene Prnp e a Estrutura de PrPc 

O gene Prnp de mamíferos, que codifica a proteína PrPc possui três 

éxons em camundongos e dois éxons em hamsters e humanos. Entretanto, 

como um único éxon codifica a proteína em sua totalidade, em mamíferos e 

aves (aproximadamente 250 aminoácidos}, não há possibilidade de que as 

duas isoformas de PrP, celular e infecciosa, sejam produtos de "splicing" 

alternativo. Os promotores dos genes de hamsters, camundongos e 

humanos contêm múltiplas cópias de repetições ricas em GC e são 

desprovidos de TATA box (BASLER et ai. 1986; PRUSINER 1992, 1998). 

O gene Prnp em humanos foi mapeado no braço curto do 

cromossomo 20 e em região homóloga do cromossomo 2, em camundongos 

(SPARKES et ai. 1986). 

Nosso grupo demonstrou que a atividade do promotor de Prnp é 

altamente dependente da organização da estrutura da cromatina, e esta 

pode ser ativada por tricostatina A, um inibidor de histona deacetilase. Este 

tratamento levou a um aumento da expressão do mRNA bem como ao 

acúmulo de PrPc, indicando que a transcrição do gene pode ser regulada 

por fatores de transcrição específicos (CABRAL et ai. 2002). 

A proteína PrPc contém diversos domínios distintos, e pode sofrer 

uma série de modificações pós-traducionais como adição de 

oligossacarídeos N-ligados em regiões consenso ( asparagina nas posições 

181 e 197, no homem), formação de uma ponte de dissulfeto intramolecular 
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entre os resíduos de cisteína 179 e 214. Dois peptídeos sinalizadores estão 

presentes na molécula, um na porção amino-terminal, que é clivado durante 

a síntese da proteína no interior do retículo endoplasmático rugoso e outro, 

na porção carboxi-terminal, que permite a ligação da âncora de 

glicosilfosfatidilinositol (GPI). No complexo de Golgi, a âncora de GPI é 

modificada pela adição de um resíduo de ácido siálico. Há ainda uma série 

de 5 octapeptídeos repetitivos [P(Q/H)GGG(G/-)WGQ] adjacentes, entre os 

aminoácidos 51 a 91, ricos em glicina e prolina (PRUSINER 1992; KIM et ai. 

2001 ). 

Através de estudos de FTIR ("Fourier transform infrared") e de 

dicroísmo circular, mostrou-se que PrPc contém aproximadamente 40% de 

estrutura em a-hé~ice e pequeno conteúdo em folha-f3 pregueada, enquanto 

que sua isoforma infecciosa contém 45°/o de folhas-f3 e 30°/o de a-hélices 

(PAN et ai. 1993). 

1.3.2 Expressão de PrPc 

A expressão de PrPc é absolutamente necessária para a propagação 

das doenças de prion (BUELER et ai. 1993). Esta é ainda de fundamental 

importância na determinação das taxas de infecção (FISCHER et ai. 1996) e 

das rotas seguidas desde tecidos periféricos até o SNC (GLATZEL e 

AGUZZI 2000). Portanto, é de grande interesse conhecer o padrão de 

expressão de PrPc in vivo. 

Nesse sentido, assim que sondas para o gene Prnp tornaram-se 

disponíveis, pôde-se verificar que PrPc é constitutivamente expresso no 
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cérebro adulto saudável e altamente regulado durante o desenvolvimento 

em camundongos (OESCH et ai. 1985; CHESEBRO et ai. 1985). Na região 

do septo, a expressão dos mRNAs de Prnp e do gene de colina­

acetiltransferase se elevam concomitantemente durante o desenvolvimento 

(MOBLEY et ai. 1988). Estudos de hibridação in situ em roedores revelaram 

alta expressão de mRNA de Prnp em neurônios (KRETZSCHMAR et ai. 

1986), células ependimais, epitélio do plexo coróide, astrócitos, células 

endoteliais e meninges, e em outros tecidos como células pulmonares, 

músculo cardícaco, que contêm altos níveis de mRNA. Esses dados indicam 

que mRNA de PrPc é um componente normal de diversos tecidos (BROWN 

et ai. 1990). 

A expressão da proteína PrPc no cérebro de hamster mostrou-se 

mais intensa na região CA 1 do hipocampo e virtualmente ausente na 

camada granular do giro denteado e na camada de células piramidais 

(DEARMOND et ai. 1987; TARABOULOS et ai. 1992). Também foi 

detectada em: estômago, intestinos, pulmão, músculos e rim (FOURNIER et 

ai. 2000). 

Em camundongos, utilizando imunoistoquímica e hibridação in situ, 

evidenciou-se a expressão de PrPc em diversos tecidos, como no sistema 

nervoso periférico (corpos celulares de neurônios de gânglios da raiz dorsal, 

axônios motores e sensoriais e células de Schwann), sistema linforreticular 

(linfócitos, células dendríticas, etc.), sistema gastro-intestinal (células 

enteroendócrinas, linfócitos intraepiteliais e miofibroblastos), sistema 

respiratório (no epitélio olfatório, corpos celuJares neuronais, axônios, 
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dendritos, células globosas e no parênquima pulmonar), sistema urogenital 

(rim, bexiga urinária, testículos), pele, musculatura lisa, esquelética e 

cardíaca e glândula supra-renal (FORO et ai. 2002). 

Em humanos detectou-se PrPc no plasma e em células endoteliais 

(STARKE et ai. 2002; SIMAK et ai. 2002), células da medula óssea 

(BURTHEM et ai. 2001; STARKE et ai. 2002), queratinócitos (PAMMER et 

ai. 1998), linfócitos e monócitos (LI R et ai. 2001 ), esperma (SHAKED et ai. 

1999) e enterócitos (MOREL et ai. 2004). 

Em relação à localização subcelular, a expressão de PrPc está em 

concordância com sua via secretária: complexo de Golgi, grânulos e 

vesículas secretárias e membrana plasmática, em diversos tipos celulares 

(PRUSINER 1991; FOURNIER et ai. 2000). 

PrPc sofre internação a partir da membrana plasmática de células em 

cultura e, na grande maioria das vezes, a proteína recicla e retorna para a 

membrana plasmática sem ser degradada (SHYNG et ai. 1993). Alguns 

experimentos têm identificado PrPc em organelas endocíticas (SHYNG et ai. 

1993~ LEE et ai. 2001 b; MAGALHAES et ai. 2002) e em vesículas de clatrina 

(SHYNG et ai. 1995; PRADO et ai. 2004). 

Entretanto, PrPc está presente em "rafts", domínios de membrana 

ricos em esfingolipídios e colesterol, onde a maioria das proteínas ancoradas 

por GPI parece se localizar (MADORE et ai. 1999), o que poderia significar 

que o mecanismo de internação ocorreria por domínios de membranas tipo 

cavéolas. Recentemente, propôs-se que PrPc pode usar mais que uma via 

de internação (PRADO et ai. 2004). O conhecimento dos mecanismos 
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envolvidos na internação e reciclagem de PrPc é de grande importância para 

a compreensão da função fisiológica de PrPc e do mecanismo de conversão 

para a forma infecciosa (PRADO et ai. 2004 ). 

1.3.3 Animais deficientes de PrPc 

Para melhor compreender a patogênese e transmissão das 

encefalopatias espongiformes bem como o papel fisiológico de PrPc, foram 

gerados animais cujo gene Prnp foi removido. 

O primeiro camundongo deficiente de PrPc foi gerado pelo grupo de 

Charles Weissmann, em 1992 (BUELER et ai. 1992). Denominado Zurich-1 

ou Prnp010 (Zrch-1 ) e, surpreendentemente, o animal não somente foi viável 

como inicialmente pareceu completamente normal. A seguir, o mesmo grupo 

constatou que esses animais eram completamente resistentes à infecção por 

prions (BUELER et ai. 1993). 

Alguns anos mais tarde, foram evidenciadas algumas alterações 

nestes animais como alteração do ritmo circadiano (TOBLER et ai. 1996), 

bloqueio na inibição rápida do receptor GABAA (ácido y-aminobutírico tipo A) 

e diminuição de L TP ("long term potenciation") (COLLINGE et ai. 1994). 

Nosso grupo também descreveu algumas alterações como maior atividade 

motora (ROESLER et ai. 1999), aumento na sensibilidade a agentes 

epileptogênicos (WALZ et ai. 1999) e consolidação prejudicada das 

memórias de curta e longa durações em animais idosos (COITINHO et ai. 

2003). 
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Outra linhagem de animais deficientes gerada posteriormente foi 

denominada Edinburgh (Edbg) Prnp_1
_ (MANSON et ai. 1994 ), também se 

mostrou aparentemente normal, de modo que estes animais não foram 

capazes de levar à elucidação do papel fisiológico de PrPc. 

Outras três cepas de camundongos deficientes de PrPc foram 

geradas (Prnp_1_ Ngsk, RemO e Prnp_1_ Zrch-11) com extensas deleções na 

seqüência que flanqueia a região codificadora de Prnp. Estes animais 

desenvolviam-se normalmente mas, por volta da septuagésima semana de 

idade, apresentavam perda de células de Purkinje no cerebelo, o que 

provocava ataxia (SAKAGUCHI et ai. 1996; MOORE et ai. 1999). Este 

fenótipo foi inicialmente atribuído à ausência do PrPc, uma vez que a 

reintrodução de Prnp abolia a neurodegeneração nesses animais. No 

entanto, a discrepância entre estes animais e os gerados inicialmente foi 

solucionada pela clonagem de um gene localizado 16 kb a 3' do gene de 

Prnp, que corresponde ao gene de uma proteína que foi denominada Doppel 

(Dpl - "downstream of the Prnp locus"), cuja função ainda é desconhecida 

(MOORE et ai. 1999). Nestas linhagens de animais que desenvolvem ataxia, 

um ''splicing" intergênico com o gene Prnp gera um transcrito quimérico que 

está sob o controle do promotor de Prnp, levando à expressão de altas 

concentrações da quimera no cérebro. Portanto, sugerindo que a 

superexpressão de Dpl - e não a ausência de PrPc - é a causa da 

neurodegeneração nestes animais (MOORE et ai. 1999). 

Para estabelecer o papel neurodegenerativo de Dpl, seu gene foi 

interrompido em camundongos Zurich 11. Estes animais não desenvolveram 
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ataxia, confirmando que este fenótipo é causado pela alta expressão de Dpl 

e não pela retirada de PrPc (GENOUD et ai. 2004). 

Foi ainda gerado um camundongo onde a expressão de PrPc é 

abolida apenas em neurônios, no período pós-natal, usando o sitema Cre­

/ox. Estes animais permitiram a avaliação dos efeitos da deleção de PrPc na 

sobrevivência neuronal e funcionalidade do cérebro adulto. Os animais 

mostraram-se saudáveis, sem evidência de neurodegeneração por até 15 

meses após a deleção do gene de PrPc. Entretanto, avaliação 

neurofisiológica revelou significante redução dos potenciais de 

hiperpolarização tardia (AHPs) em células da região CA1 do hipocampo, 

sugerindo que PrPc exerça papel na modulação da excitabilidade neuronal 

(MALLUCCI et ai. 2002). 

A depleção neuronal de PrPc nesses animais foi capaz ainda de 

reverter o quadro de infecção neuroinvasiva por prions, revertendo 

alterações espongiformes precoces, perda neuronal e progressão para a 

fase clínica da doença. Isto ocorreu a despeito do acúmulo extraneuronal de 

PrPsc (particularmente nas células da glia). Portanto, a propagação de 

PrPsc não neuronal não é patogênica e o bloqueio da conversão de PrPc em 

PrPsc no interior dos neurônios, durante a infecção por scrapie, previne sua 

neurotoxicidade (MALLUCCI et ai. 2003). 
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1.4 PrPc E SEUS LIGANTES 

Embora diversos ligantes de PrPc tenham sido reportados nos últimos 

anos, o significado biológico da maioria dessas interações permanece 

obscuro (LEE et ai. 2003). 

Por outro lado, a identificação de ligantes específicos de PrPc levaram 

à demonstração de sua participação em processos biológicos importantes. 

Entre os ligantes de PrPc estão os glicosaminoglicanos (PAN et ai. 2002), e 

o receptor de laminina (GAUCZYNSKI et ai. 2001 ), que foram relacionados 

ao processo de internação de PrPc. 

Ligantes de maior relevância para este trabalho estão descritos mais 

detalhadamente a seguir. 

1.4.1 PrPc, cobre e estresse oxidativo 

Sabe-se que PrPc associa-se a íons cobre através de resíduos de 

histidina contidos na região dos "octarepeats". A interação PrPc-Cu2
+ é 

importante na estabilização estrutural da molécula, além de estar envolvida 

na proteção contra o estresse oxidativo (MIURA et ai. 1996; BROWN et ai. 

1997a). 

A molécula de PrPc é internada em resposta à adição de íons cobre 

(PAUL Y e HARRIS 1998) e acumula-se na região perinuclear e no complexo 

de golgi em neurônios do tipo selvagem (Prnp+1+), estes exibem expressão 

de PrPc aumentada (HIJAZI et ai. 2003) e também uma rápida endocitose 

da proteína (BROWN e MOHN 1999; LEE et ai. 2001b). 
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Sinaptossomas purificados a partir de cérebros de camundongos 

deficientes para PrPc contêm substancialmente menos cobre que o 

encontrado em animais tipo selvagem (BROWN 2003). Alterações na 

concentração de cobre levam a drstúrbios na atividade de receptores, como 

a inibição de receptores de GABA ou a redução de LTP ("long term 

potentiation") (GABRIELSSON et ai. 1986; VLACHOVA et ai. 1996). Em 

concordância com esses dados, animais Prnp010 estudados 

eletrofisiologicamente apresentaram L TP alterada e inibição dos receptores 

GABAérgicos (COLLINGE et ai. 1994). 

Outras evidências de interação entre PrPc e cobre em neurônios vêm 

de estudos empregando culturas de células cerebelares. Verificou-se que 

células cerebelares de animais tipo selvagem retêm mais cobre que aquelas 

deficientes para PrPc (BROWN et aL 1997 a). Essa diferença, no entanto, 

pode ser abolida se PrPc é removido da superfície celular (BROWN 1999). 

Estudos empregando PrPc recombinante, de camundongo e galinha, 

mostraram que PrPc ligado especificamente através dos "octarepeats" a, no 

mínimo, dois átomos de cobre exibe atividade semelhante a SOD 

(superóxido dismutase). Além disso, a imunodepleção de PrPc em extratos 

de cérebro de camundongo diminui a atividade SOD apresentada por essas 

preparações. Isto pode significar que PrPc atue na detoxificação de 

superóxidos, prevenindo a ocorrência de danos causados pelo estresse 

oxidativo (WONG et ai. 2000). 
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1.4.2 PrPc e STI1 

Uma vez que PrPc e PrPsc estão ancorados à superfície das células 

e portanto, sem contato com a face interna da membrana plasmática, sua 

internação deveria envolver um ligante ou receptor. Este promoveria tanto a 

conexão entre PrPc/PrPsc e a maquinaria de internação, quanto poderia 

participar da conversão de PrPc em PrPsc (HARRIS et ai. 1996). Estudos, 

realizados por PAULY e HARRIS (1998), sugerem que íons cobre poderiam 

alterar a conformação de PrPc, aumentando sua afinidade por um possível 

receptor (PAULY e HARRIS 1998). 

Nosso grupo caracterizou uma proteína ligante de PrPc presente na 

superfície de neurônios e células da glia. O bloqueio desta proteína com 

anticorpos específicos inibe a neurotoxicidade do peptídeo 106-126 de prion 

humano sobre culturas primárias de neurônios hipocampais de rato. Desta 

forma, sugeriu-se que este ligante estivesse envolvido tanto nos processos 

fisiológicos mediados por PrPc como no mecanismo de infecção 

desencadeado por prions (MARTINS et ai. 1997). Este receptor/ligante 

mostrou identidade total com a proteína stress índucíble proteín 1 (STI1) 

(ZANATA et ai. 2002), uma co-chaperonina que participa de um complexo 

macromolecular envolvendo as proteínas de choque térmico Hsp 70 e Hsp90 

(NICOLET e CRAIG 1989). A proteína humana homóloga a STI-1 é 

chamada de Hop ("human heat shock cognate protein 70/heat shock protein 

90-organizing protein"). Como a expressão desta proteína encontrava-se 

aumentada em céluras transformadas pelo vírus SV-40, foi sugerido que esta 
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possa ter um papel importante na proliferação e regulação gênica (HONORE 

etal. 1992; BLATCH etal.1997). 

O grupo caracterizou ainda que a interação PrPc-ST11, transduz 

sinais neuroprotetores, ativando as vias AMPc/PKA e MAPK, resgatando 

neurônios pós-mitóticos da camada neuroblástica de explantes de retina da 

morte celular programada (CHIARINI et ai. 2002; ZANATA et ai. 2002). 

Deste modo, há fortes evidências de que PrPc e seus ligantes possam 

compor um complexo supramolecular que altere vias de sinalização, 

estímulos de sobrevivência e proliferação. 

1.4.3 PrPc e vitronectina (VN) 

A VN é um componente multifuncional presente no plasma e participa 

da regulação do sistema imune e na coagulação sangüínea (PREISSNER e 

JENNE 1991; MILIS et ai. 1993; SHEEHAN et ai. 1995). Esta liga-se a 

heparina, ao complexo trombina-antitrombina e a inibidores de serino­

proteases, sugerindo um papel modulatório da MEC (MARTINEZ-MORALES 

et ai. 1995). Além disso, VN interage com outros elementos da MEC, como 

colágeno e glicosaminoglicanas (HAYMAN et ai. 1983; GEBB et ai. 1986). 

Por outro lado, conecta-se à membrana celular através das integrinas, 

especialmente as integrinas aubJ33, avJ33, presentes em plaquetas e 

megacariócitos e avJ31, avJ33 e avJ35, encontradas em vários tipos celulares 

(FELDING-HABERMANN e CHERESH 1993). 

O grupo demonstrou que PrPc liga-se com alta afinidade a VN 

(kd=1,2x1 o-8M) e que VN estimula crescimento axonal em neurônios de 
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gânglios da raiz dorsal, o que é mediado ao menos em parte por PrPc (HAJJ 

et ai. submetido). É interessante o fato de que o peptídeo de VN que se liga 

a PrPc é capaz de reproduzir os efeitos mediados pela VN inteira em 

animais tipo selvagem mas não nos deficientes de PrPc. Estes dados 

sugerem fortemente que PrPc é o único ligante que interage no domínio 

mapeado na VN, que compreende os aminoáciodos 307 a 320 da molécula 

de origem murina (HAJJ et ai. submetido). 

Outro dado interessante refere-se ao fato de neurônios de gânglios da 

raiz dorsal provenientes de animais deficientes para PrPc serem mais 

responsivos, que aqueles do tipo selvagem, à neuritogênese induzida pelo 

peptídeo RGD, domínio presente na VN que se liga a integrinas (HAJJ et ai. 

submetido). Esta observação experimental deu margem à hipótese de que 

neurônios oriundos de animais deficientes para PrPc poderiam compensar a 

ausência de PrPc, por exemplo, através de integrinas. De fato, confirmou-se 

que nos neurônios de animais deficientes para PrPc a integrina avf33 está 

30°/o mais ativada do que aquela presente em animais tipo selvagem (HAJJ 

et ai. submetido). Portanto, as integrinas podem participar da redundância 

molecular que, por mecanismos compensatórios, pode ser responsável pela 

prevenção de alterações do sistema nervoso causadas pela ausência de 

PrPc. 

1.4.4 PrPc e LN 

Laminina (LN), o principal componente não colagênico da membrana 

basal, é uma glicoproteína de cerca de 800 kDa composta de duas cadeias 



32 

polipeptídicas curtas e uma longa, que se arranjam em forma de cruz, tendo 

um papel crucial em diversos processos celulares como diferenciação, 

migração e sobrevivência. Foram descritos 15 tipos de lamininas em 

mamíferos, sendo a cadeia y-1 presente em pelo menos dez deles, com 

exceção das lamininas 5 e 12 (TIMPL e BROWN 1994; COLOGNATO e 

YURCHENCO 2000; SASAKI et ai. 2004). 

O grupo caracterizou uma interação específica entre LN e PrPc, que 

exibe uma constante de afinidade de 1o-8M (GRANER et ai. 2000a). Esta 

ocorre entre os aminoácidos 173-183 de PrPc murino (LOPES et al. 

submetido) e o decapeptideo RNIAEIIKDI presente no domínio carboxi­

terminal da cadeia y-1 da laminina (GRANER et ai. 2000a e b). A ligação 

entre PrPc e a cadeia y-1 da laminina está relacionada a adesão celular e à 

gênese e manutenção de neuritos na linhagem celular neuronal PC-12 e em 

neurônios de culturas primárias de ratos e camundongos (GRANER et ai. 

2000a e b). 

Sabe-se que os aminoácidos KDI presentes no decapeptídeo 

RNIAEIIKDI da cadeia y-1 de LN constituem um domínio ativo responsável 

pelo crescimento de neuritos, migração neuronal e regeneração do sistema 

nervoso, (LIESI et ai. 2001; LIEBKIND et ai. 2003; WIKSTEN et ai. 2003). No 

entanto, o ligante de LN resposável por estes efeitos não havia sido 

identificado mas, nossos dados evidenciam PrPc como provável único 

ligante para esta região da molécula de LN (GRANER et ai. 2000a). 

Nosso grupo demonstrou ainda que uma diminuição na retenção das 

memórias de curta e longa duração pode ser causada pelo bloqueio de PrPc 
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e LN no hipocampo. Além disso, a participação do complexo PrPc-LN neste 

evento envolve sinalização por MAPK ("mitogen-activated protein kinase") e 

PKA (proteína quinase A) dependente de AMP cíclico (COITINHO et ai. em 

preparação). 

Uma vez que PrPc é uma proteína constituinte de vários tipos 

celulares, é provável que sua função fisiológica não esteja restrita apenas ao 

processo de plasticidade neuronal. O fato desta associar-se à laminina num 

domínio específico da cadeia y-1, presente em quase todos os tipos de 

laminina conhecidos (TIMPL e BROWN 1994) pode ser uma forte evidência 

de que o complexo PrPc-LN possa atuar em outros eventos fisiológicos ou 

patológicos. 

1.5 PrPc E CÂNCER 

A MEC é composta de várias macromoléculas capazes de regular 

diversas funções celulares. Ela pode agir influenciando a diferenciação, 

proliferação, adesão e migração celulares, dependendo do tipo de célula e 

do tecido e sua regulação pode ser orquestrada por fatores de crescimento e 

por hormônios (LIN e BISSELL 1993; LUKASHEVe WERB 1998). 

A LN é um dos principais componentes da MEC, atuando em 

fenômenos de adesão e migração de um grande número de linhagens 

celulares formação de capilares a partir de células endoteliais (GRANT et ai. 

1989; MALINDA et ai. 1999) além de ser um fator quimiotático nos 

processos de migração e metástase de células tumorais (KRAMER et ai. 
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1986; RAMOS et ai. 1991 ). As interações entre as células e a MEC podem 

estar total ou parcialmente alteradas nas neoplasias, influenciando a 

proliferação e a invasão de células tumorais (DEDHAR e HANNI~AN 1996). 

As células tumorais podem permear a membrana basal e atravessar o 

estroma, atingindo a circulação sangüínea e/ou linfática e, então, disseminar 

à distância! gerando metástases. 

Os processos de adesão e migração celulares são essenciais para a 

disseminação tumoral e para a invasão da matriz extracelular durante o 

processo metastático. Este é em geral regulado por interações específicas 

entre componentes da matriz extracelular! em particular laminina, com 

receptores específicos da superfície da célula (LUCKENBILL-EDDS 1997). 

As integrinas são os principais receptores para laminina e outras 

moléculas de matriz extracelular! sendo compostas por duas subunidades, a 

e f3. Estas moléculas estão envolvidas em diversos fenômenos fisiológicos! 

entre eles adesão e migração celulares, formação de contatos focais e 

sinalização (HYNES 1992 e 2002). Algumas integrinas capazes de interagir 

com LN são a1f31 (TOMASELLI et ai. 1990), a 3f31 (GEHLSEN et ai. 1992; 

TASHIRO et ai. 1999; SHANG et ai. 2001 ); a5f31 (SONNENBERG et ai. 

1991 ), avf33 (SASAKI et ai. 2001 ). Também foi descrita a ligação de avf33 e de 

asf31 na cadeia y-1 da laminina (PONCE et ai. 2001 ). 

Dados obtidos pelo nosso grupo mostram que fibroblastos 

transformados com o oncogene ras, tratados com anticorpos específicos 

contra PrPc, apresentam uma inibição de 80°/o na adesão e migração 

dependente de laminina. Cabe ressaltar que esta inibição ocorre 



35 

especificamente quando LN é usada como substrato, não ocorrendo na 

presença de FN (fibronectina) (MOUSSA 2001 ). 

É possível, portanto, supor que a interação PrPc-LN possa modular 

eventos importantes relacionados ao processo tumoral onde a adesão 

célula-célula e célula-matriz são fundamentais. Além da interação PrPc-LN, 

sabe-se que PrPc interage com outros componentes da MEC ou 

relacionados a ela, como glicosaminoglicanos (PAN et ai. 2002) e 

vitronectina (HAJJ et ai. submetido) e receptor de LN (GAUCZYNSKI et ai. 

2001 ). 

Alguns estudos têm associado PrPc e câncer. Um trabalho recente 

mostrou que linhagem de células de carcinoma gástrico resistente a 

doxorrubicina exibem expressão aumentada de PrPc. Além disso, 

empregando a tecnologia de RNAi para reduzir a expressão de PrPc, 

reverteu-se parcialmente a resistência dessa linhagem à droga 

antineoplásica (OU et ai. 2005). 

Outro trabalho demonstrou que a expressão do gene de PrPc é 17 

vezes maior em linhagem celular tumoral resistente a TNF-a quando 

comparada com a linhagem controle, sensível a TNF-a (DIARRA-

MEHRPOUR et ai. 2004). Este achado reflete-se também no acúmulo da 

proteína PrPc. Foi possível ainda verificar que a superexpressão de PrPc na 

linhagem sensível a TNF-a (fator de necrose tumoral tipo a) torna-a 

resistente a esta citocina. 
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1.6 MODELO DE ESTUDO 

Sabe-se que a natureza da tumorigênese (múltiplos passos) reflete-se 

na ativação consecutiva de vários oncogenes. Em concordância com essa 

hipótese, muitos tumores humanos e linhagens celulares tumorais 

apresentam dois oncogenes ativados, representando principalmente as 

famílias rase myc (THOMPSON et ai. 1989; COMPERE et ai. 1989). 

Este estudo teve como objetivos avaliar a participação de PrPc na 

proliferação tumoral in vitro e e tumorigênese in vivo, na modulação da 

interação célula-célula e célula-matriz, na ativação de metaloproteinases e 

na sua participação no processo de colonização pulmonar, aspectos estes 

de grande relevância em tumorigênese e metástase. Portanto, foi do nosso 

interesse determinar de que forma a expressão ou não de PrPc pode 

contribuir nesses processos patológicos. 

Assim, julgamos que a geração de células transformadas com os 

oncogenes rase myc e que expressam ou não a proteína PrPc são uma 

ferramenta fundamental para este estudo. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 CULTURA DE CÉLULAS 

Culturas primárias de células embrionárias mesenquimais (CEM) 

(FRESHNEY 1987) foram obtidas a partir de células de embriões de 14 dias 

de camundongos tipo selvagem, Prnp+l+ (obtidos a partir do cruzamento de 

descendentes da primeira geração resultante do acasalamento entre 129/SV 

e C57BL/6J) ou de camundongos cujo gene de PrPc foi removido, Prnp010 

(BUELER et ai. 1992) e foram cultivadas em meio de cultura DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium - Gibco suplementado com soro fetal 

bovino (SFB) a 1 0°/o. Estas células foram imortalizadas por sucessivas 

passagens em cultura, até que se obteve no mínimo um clone que 

permaneceu em cultura após a 708 ·passagem (FRESHNEY 1987). 

3.2 VETOR ras - myc 

O vetor pBR-322 recebeu a construção representada na Figura 

1 (THOMPSON et ai. 1989; COMPERE et ai. 1989), que possui os 

oncogenes v-Ha-ras e v-gag-myc, de origem viral.. O gene v-Ha-ras ativado, 

está contido entre dois sítios de restrição para a enzima Bam H/, enquanto 

que um fragmento do DNA do vírus MC29 ("avian myelocytomatosis virus"), 

contendo o oncogene v-gag-myc, foi clonado entre dois sítios de restrição 
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para Bgl 11. A transcrição dos oncogenes v-Ha-ras e v-gag-myc está sob a 

promoção do L TR ("long terminal repeat") de vírus Moloney de leucemia 

murina. 

O vetor possui ainda o gene de resistência à droga G418, que permite 

a seleção de clones celulares que receberam a construção, sob controle do 

promotor de SV- 40. 

3.3 TRANSFECÇÃO CELULAR ESTÁVEL DOS ONCOGENES ras 

Emyc 

As CEMs imortalizadas de camundongos Prnp010 ou Prnp+l+ 

receberam os oncogenes ras e myc de origem vira I, através da transfecção 

da construção representada na Figura 1 (THOMPSON et ai. 1989; 

COMPERE et ai. 1989), que introduz os oncogenes ras e myc virais no 

genoma das células. O DNA do vetor contendo os oncogenes ras e myc foi 

introduzido na célula por precipitação com fosfato de cálcio, conforme 

descrito por (CHEN e OKAYAMA 1988). 

As células foram cultivadas no dia anterior ao da transfecção de modo 

que, no dia da transfecção, as células estivessem em 60-70% de 

confluência, em placas de cultura de 1 OOmm de diâmetro (Corning). 

O DNA a ser transfectado (30J.Jg) foi diluído em 450J..il de água estéril 

e SOJ..il de solução 2,5M de CaC12. A seguir, 5001-JI de tampão 2xHeBs (0,28M 

NaCI, 50mM HEPES, 1 ,48mM Na2HP04, pH7,05) foram adicionados à 
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NEO- gene de resistência a neomicina, 

L TR- "long terminal repeat", 

SV40- promotor de SV40 

MGS - "mouse genomic sequence" 

Legenda: Plasmídeo recombinante (A) e a construção (B - inserto) contendo os oncogenes 
rase myc. 
Figura 1 - Representação do vetor raslmyc. 
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solução contendo o DNA, gota a gota e sob agitação lenta. Após incubação 

de 20 minutos a temperatura ambiente, a suspensão que se formou foi 

adicionada às placas de cultura, respeitando-se a proporção de 1 parte da 

suspensão para cada 9 partes de meio de cultura presente em cada placa. 

As células permaneceram em presença da suspensão contendo DNA por 16 

horas, a 37°C. Após este período, as células foram submetidas a um choque 

de glicerol (DMEM contendo glicerol a 1 0°/o) por 60 segundos. 

Após 48 horas do início da transfecção, as células foram repicadas e 

selecionadas pelo do tratamento com o antibiótico Geneticin - G418 (Gibco 

BRL/Life Technologies), na concentração de 0,8 mg/ml de meio de cultura, 

durante 7 dias. Os clones resistentes ao antibiótico foram isolados e 

analisados. 

3.4 ENSAIO DE CRESCIMENTO EM SUSPENSÃO - ÁGAR MOLE 

As células dos clones obtidos e as células parentais, descritas no item 

3.1, foram submetidas a cultura em suspensão. Para tanto, preparou-se gel 

de agarose a 0,8°/o (20ml de agarose "low melting point" a 4°/o (Gibco), 50ml 

de meio de cultura DMEM duas vezes concentrado, 1 Oml de soro fetal 

bovino e água suficiente para 1 OOml) em placa de 24 poços, sendo que cada 

poço recebeu 1 ml do gel fundido. A seguir, foram semeadas 1 00 células 

sobre a camada de gel previamente gelificada. Finalmente, as células foram 

recobertas com nova camada de gel de agarose a 0,4°/o (10ml de agarose 

"low melting point" a 4°/o (Gibco), 50ml de meio de cultura DMEM du 
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concentrado, 1 Oml de SFB e água suficiente para 1 OOml). Após a gelificação, 

os poços receberam 3001JI de meio de cultura DMEM suplementado com 

1 0% de SFB, o que foi repetido a cada 48h, durante 14 dias, quando as 

células foram fixadas com solução de formal a 3,5%> (Merck). 

3.5 AVALIAÇÃO SEMI-QUANTITATIVA DO ACÚMULO DA 

PROTEÍNA Ras 

Foram preparados extratos totais de células a partir dos clones 

gerados, lisando 106 células em 501-JI de tampão de amostra redutor 4x 

(240mM Tris-HCI (lnvitrogen), 0,8°/o SDS, 200mM ~-mercaptoetanol, 40°/o 

glicerol, 0,01% de azul de bromofenol). Estes foram submetidos a separação 

eletroforética em gel de poliacrilamida a 15°/o em condições denaturantes e 

posterior transferência para membranas de nitrocelulose (0,45J..!m -

Schleicher & Schuell) durante uma hora sob corrente constante de 

0,8mNcm2 no sistema Novablot (Pharmacia) em tampão de transferência 

(39mM glicina, 48mM Tris, SDS a 0,037% e metano! a 20°/o). 

As membranas foram bloqueadas durante 3 horas com TBST (120mM 

NaCI, 20mM TRIS e 0,05°/o Tween 20) contendo 5% de leite desnatado 

(Molico, Nestlê) e incubadas com o anticorpo monoclonal anti-p21 ras, na 

concentração de 1 OJ..!g/ml, obtido a partir do hibridoma de rato Y13-259 

(ATCC), cedido gentilmente por Dr. Hugo Armelin. O anticorpo foi diluído em 

TBST acrescido de leite desnatado a 4°/o e incubado a 4°C, durante 16 

horas. A seguir, as membranas foram lavadas 3 vezes com TBST, durante 
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dez minutos e incubadas com anticorpo secundário contra tgG de rato feito 

em coelho (cedido gentilmente pelo Dr. Hugo Armei in) na diluição de 1:2000 

em TBST contendo leite a 2,5%, seguida do anticorpo terciário contra lgG de 

coelho acoplada a peroxidade, na diluição de 1 :3000 (Amershan). 

A carga protéica foi normalizada a partir do uso do mesmo número de 

células no preparo dos extratos. Também se realizou reação de 

"immunobloting" para actina nas mesmas membranas, como controle, 

empregando tgG de coelho anti-actina (Sigma - A5060), na diluição de 

1 :250 em TBST contendo 2% de leite desnatado. Após três lavagens com 

TBST, as membranas foram incubadas com anticorpo secundário, contra 

lgG de coelho, marcado com peroxidase (Amershan), na diluição de 1 :3000 

em TBST. Ambas as reações foram reveladas pelo emprego do "kit" "ECL 

Western Blotting analysis system" (Amersham). Filmes radiográficos 

(Hyperfilm - Amershan) foram expostos às membranas. 

A seguir, os autorradiogramas obtidos após a revelação das reações 

de "immunoblotting" foram submetidos a análise densitométrica, 

empregando-se o "software" Scion lmage (Nationallnstitutes of Health). 

Os valores desitométricos obtidos para a expressão da proteína Ras 

foram divididos pelo valor correspondente ao obtido para a expressão de 

actina. Foi atribuído o valor unitário à célula CEM Prnp+1+. 
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3.6 AVALIAÇÃO SEMI-QUANTITATIVA DO ACÚMULO DA 

PROTEÍNA Myc POR IMUNOFLUORESCÊNCIA 

As células foram cultivadas em lamínulas de vidro em DMEM acrescido 

de 1 0°/o de SFB e, ao atingirem 70°/o de confluência, foram lavadas com PBS 

e fixadas em formaldeído a 3, 7°/o, durante 20 minutos a temperatura 

ambiente. A seguir, as células foram permeabilizadas com solução de PBS 

(Na2HP04.?H20 0,052M, NaH2P04.H20 0, 37M, NaCI O, 12mM) contendo 1 °/o 

de NP40 (Sigma), por 20 minutos, bloqueadas com 0,5°/o de SFB e 0,3% de 

Triton X1 00 em PBS, durante 1 hora a temperatura ambiente e incubadas 

com o anticorpo anti-Myc (N-262, Santa Cruz) na diluição de 1:1 O em 

solução de O, 1% de BSA e 0,3°/o Triton X100 em PBS, a 4°C, durante 16h. 

Controles negativos foram incubados com soro irrelevante. Finalmente, após 

três lavagens com a solução de O, 1 °/o de BSA e 0,3°/o Triton X1 00 em PBS, 

as lamínulas foram incubadas com anticorpo anti-lgG de coelho marcado 

com isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Dako), por 1 hora a temperatura 

ambiente, lavadas por 3 vezes com o mesmo tampão e montadas sobre 

lâminas de vidro com Fluoromount (Southern Biotech). 

Após a captura de imagens feita com a câmera Olympus DP70 

acoplada ao microscópio de fluorescência Olympus IX70, a fluorescência 

emitida foi medida pelo programa lmage Pro Plus 4.1 (Media Cybernetics). 

Foram realizados oito experimentos e, em cada um deles, analisados no 

mínimo quatro campos e, pelo menos, 300 células. 
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Os resultados foram submetidos a análises estatísticas com o auxílio 

do "software" SPSS 10.0 for Windows (SPSS lncorporation); foram utilizados 

o teste de Kruskai-Wallis seguido do teste de comparações múltiplas de 

Tukey, para as comparações entre os clones. Também foi aplicado o teste 

de Mann-Whitney para a comparação entre os grupos de clones Prnp +I+ e 

Prnp010
. 

3.7 ENSAIO DE TUMORIGÊNESE 

Foram injetadas 5x1 os células em 1 OOJJI de PBS (Na2HP04. 7H20 

0,052M, NaH2P04.H20 0, 37M, NaCI O, 12mM), por via subcutânea, no dorso 

de camundongos normais (Prnp+1+) do sexo masculino, de 8 a 10 semanas 

de idade. Após 21 dias, os camundongos foram sacrificados e o tumor 

primário foi retirado, pesado e fixado em solução de formal tamponado a 

3,5% para análise posterior. O fígado e os pulmões dos animais também 

foram submetidos a observação macroscópica para evidenciar possíveis 

metástases sem que, no entanto, qualquer alteração tenha sido encontrada. 

3.8 CRESCIMENTO CELULAR 

Foram realizadas curvas de crescimento celular plaqueando-se 3x1 os 

células dos clones Prnp+l+ e Prnp010 selecionados sobre placas de petri de 

1 OOmm de diâmetro (Corning) em meio de cultura (DMEM) suplementado 

com 10% de SFB. As células foram removidas das placas de cultura pelo 
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uso de tripsina, 24, 48 e 72 horas após o plaqueamento e contadas em 

câmara de Neubauer. 

3.9 DOSE TUMORAL MÍNIMA 

Células dos clones 83, C5, E10 (Prnp010
), T16, U14 e V12 (Prnp+1+) 

selecionados foram injetadas em número de 103
, 104 ou 1 05 células por 

animal. As células foram injetadas em 1 00~1 de PBS por via subcutânea, na 

região dorsal de camundongos Prnp +I+, entre 8 a 1 O semanas de idade, do 

sexo masculino, obtidos a part1r do cruzamento de descendentes da primeira 

geração resultante do acasalamento entre 129/SV e C578L/6J. Para cada 

dose de cada clone foram utilizados 9 ou 1 O animais. O desenvolvimento 

dos tumores foi observado semanalmente por palpação e os resultados 

dispostos em curvas de sobrevida livre de doença. 

Os resultados foram submetidos a análises estatísticas com o auxílio 

do "software" SPSS 10.0 for Windows (SPSS lncorporation); foram 

realizadas curvas de probabilidade/taxa de sobrevida livre de doença pelo 

método de Kaplan-Meier. 

3.10 COLONIZAÇÃO PULMONAR 

As células dos clones Prnp+l+ raslmyc e Prnp010 raslmyc foram 

cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium -

Gibco) suplementado com 1 0°/o de soro fetal bovino e removidas da placa de 
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cultura por adição de solução de tripsina a 0,2%> (Instituto Adolfo Lutz), 

submetidas a centrifugação (durante 4 minutos, a 1500xg) para a remoção 

do excesso de tripsina e incubadas durante 1 hora, a 37°C, em atmosfera 

contendo 5°/o de C02, para que a membrana plasmática se recuperasse da 

ação proteolítica da tripsina. Em seguida, as células foram centrifugadas (4 

minutos, 1500xg), lavadas com solução de PBS (Na2HP04.?H20 0,052M, 

NaH2P04.H20 0, 37M, NaCt O, 12mM), novamente centrifugadas (4 minutos, 

1500xg) e, finalmente, suspendidas em PBS de modo que a suspensão 

resultante contivesse 1 06 células em 1 OO!JI. 

Foram utilizados camundongos selvagens (Prnp+l+ ), do sexo 

masculino, entre 8 a 1 O semanas de idade, obtidos a partir do cruzamento 

de descendentes da primeira geração resultante do acasalamento entre 

129/SV e C57BL/6J. Cada animal recebeu injeção contendo 106 células de 

um dos clones Prnp +I+ ou Prnp010 selecionados, através da veia lateral 

caudal. Os animais foram sacrificados 21 dias após a injeção para a 

contagem de colônias pulmonares (HIRATA e TANAKA 1984; O'REILLY et 

ai. 1994; CLARK et ai. 2000). 

Os resultados foram submetidos a análises estatísticas com o auxílio 

do "software" SPSS 10.0 for Windows (SPSS lncorporation); foram 

realizados o teste de Kruskai-Wallis seguido do teste de comparações 

múltiplas de Tukey, para as comparações entre os clones. Também foi 

aplicado o teste de Mann-Whitney para a comparação entre os grupos de 

clones Prnp +I+ e Prnp010
. 
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3.11 DEPOSIÇÃO DE PROTEÍNAS DA MATRIZ EXTRACELULAR 

CEM Prnp+l+ e Prnp010 foram cultivadas sobre lamínulas de vidro, em 

DMEM suplementado com 1 0°/o de SFB. Em seguida, as lamínulas foram 

lavadas uma vez com meio de cultura DMEM, fixadas com solução fixadora 

(paraformaldeído a 4°/o, O, 12M sacarose em PBS) por 2 minutos a 

temperatura ambiente, lavadas por três vezes com PBS (Na2HP04. ?H20 

0,052M, NaH2P04.H20 0,37M, NaCI O, 12mM) durante 5 minutos e incubadas 

durante 12 horas com os anticorpos primários diluídos em PBS acrescido de 

1°/o de BSA: 

- lgG purificada produzida em coelho contra laminina (LN) (3,6J.,Jg/ml), 

- lgG purificada a partir de coelho não imunizado (3,6J.,Jg/ml) , 

- soro produzido em coelho contra fibronectina (FN), título 1 :50, 

-soro irrelevante produzido em coelho, título 1 :50. 

Após a incubação do anticorpo primário as lamínulas foram lavadas 

por três vezes com PBS e incubadas com o anticorpo secundário contra lgG 

de coelho marcado com FITC (Dako), na diluição de 1:250 em PBS 

acrescido de 1 °/o de BSA, durante 1 hora e, a seguir, as lamínulas foram 

lavadas por três vezes com PBS. As lamínulas foram montadas sobre 

lâminas de vidro com Fluoromount (Southern Biotech) e observadas em 

microscópio de fluorescência IX70, Olympus. 

3.12 ANÁLISE DA SECREÇÃO DE METALOPROTEINASES 
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Neste ensaio, foi feita a determinação quantitativa de metaloproteases 

empregando-se meios condicionados obtidos na cultura dos clones 

selecionados Prnp +I+ e Prnp010 transformados com os oncogenes ras e myc. 

As células foram cultivadas normalmente e, ao atingirem 

aproximadamente 70°/o de confluência, tiveram o meio de cultura habitual 

removido, foram lavadas por três vezes com DMEM e permaneceram em 

cultivo por 24 horas com DMEM sem SFB. 

Após a coleta dos meios que foram condicionados durante 24 horas, 

precipitou-se as proteínas aí presentes empregando-se quantidade 

suficiente de sulfato de amônia para atingir 80°/o de saturação da solução e, 

em seguida, as proteínas precipitadas foram solubilizadas e dialisadas em 

água. As soluções protéicas foram submetidas a separação eletroforética em 

gel de poliacrilamida a 1 0°/o contendo 1 ,Smg/ml de gelatina (Bio-rad), em 

ambiente não redutor. A seguir, os géis foram lavados por 30 minutos em 

solução aquosa de triton X1 00 (Sigma) a 2% e incubados por 12 horas, a 

37°C, sob agitação, em solução tampão Tris SOmM pH 8,0 contendo O,SmM 

CaCb e 1mM ZnCb (WEEKS et ai. 1998; SILVA et ai. 2001 ). Após a 

incubação, os géis foram corados com solução de 0,25g de Coomassie Blue 

( lnlab ), 50% de metano I e 1 0% de ácido a cético glacial e descorados com 

solução descorante (solução contendo 30°/o metano I e 1 0°/o ácido a cético 

glacial). O Coomassie Blue cora a matriz do gel que contém gelatina mas 

não cora a região correspondente às bandas de metaloproteinases, já que 

estas digeriram a gelatina aí localizada. 
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3.13 MIGRAÇÃO DE CÉLULAS A PARTIR DE ESFERÓIDES 

MUL TICELULARES FRENTE A PROTEÍNAS DE MATRIZ 

EXTRACELULAR 

Para gerar os esteróides de células, placas de 24 poços foram 

recobertas com 0,25ml de suspensão de agarose (Gibco) a 1% em meio de 

cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium - Gibco), para formar 

uma fina camada de gel sobre a qual foram semeadas 1 05 células em 1 ml 

de DMEM suplementado com 1 0°/o de soro fetal bovino (Cultilab). A placa foi 

incubada a 37°C, em atmosfera contendo 5°/o de C02 e agitada suavemente, 

num movimento rotatório, uma vez ao dia, durante os 3 primeiros dias, após 

os quais se tornou evidente um único agregado de células ou esteróide 

multicelular. 

Os esteróides multicelulares foram então semeados com 1 ml de 

DMEM sem SFB, em placas de 24 poços, os quais foram previamente 

tratados com as proteínas de matriz extracelular LN, FN, VN ou ainda sem 

tratamento prévio. O tratamento consistiu em adicionar a cada poço 3001-JI de 

solução de uma dessas proteínas em PBS, na concentração de 1 Oj.Jg/ml e, 

em seguida, permitir que as soluções secassem, deixando a placa aberta em 

ambiente estéril por aproximadamente 12 horas. Antes do plaqueamento, os 

poços foram lavados com 1 ml de DMEM. Após 24 horas, observou-se a 

migração celular a partir dos esteróides (TYSNES et ai. 1996). A área do 

halo de migração celular foi calculada levando-se em conta dois diâmetros 

ortogonais. 
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3.14 EXPRESSÃO DE ICAM-1~ SUBUNIDADE av DE INTEGRINA E 

CADERINAS 

CEMs Prnp+l+ e Prnp010 e células dos clones selecionados Prnp010 e 

Prnp+l+ foram cultivadas em garrafas de cultura (Costar) de 162 cm2 e 

empregadas quando atingiram aproximadamente 70°/o de confluência. O 

meio de cultura das células foi removido e estas foram lavadas com solução 

de PBS/EDTA (Na2HP04.7H20 0,052M, NaH2P04.H20 0,37M, NaCI O, 12mM 

e EDTA 0,5mM - pH 7,4) e removidas da placa de cultura por adição de 

solução de tripsina a 0,2°/o (Instituto Adolfo Lutz), submetidas a centrifugação 

(durante 2 minutos, a 1500xg) para a remoção do excesso de tripsina e 

incubadas durante 1 hora, a 37°C, em atmosfera contendo 5% de C02, para 

que a membrana plasmática se recuperasse da ação proteolítica da tripsina. 

A seguir, as células foram lavadas em PBS, novamente centrifugadas (2 

minutos, a 1500xg) e alíquotas contendo 1 06 células foram incubadas com 

os anticorpos primários ou com os anticorpos irrelevantes correspondentes 

(vide tabela 4) na mesma concentração, num volume total de 100~1, durante 

uma hora a 4°C. A seguir, as células foram lavadas por três vezes com 

solução de PBS e centrifugadas a 1500xg por 1 minuto após cada lavagem e 

incubadas com os respectivos anticorpos secundários (tabela 4). Finalmente, 

as células foram ressuspendidas em 500~1 de solução de PBS e a leitura da 

intensidade de fluorescência foi realizada no equipamento FACScan 

(Beckton &Dickinson). A análise foi feita através do programa Lysis 11. 
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Tabela 4 - Anticorpos primários e secundários empregados em citometria de 
fluxo para a determinação da expressão de ICAM-1, caderinas e da 
subunidade av de integrinas. 

Anticorpo primário/ Antígeno Anticorpo Anticorpo 
título irrelevante/título secundário/título 
Anti-ICAM-1 acoplado ICAM-1 (CD54) Soro de camundongo Anti-camundongo-
a FITC -1/100 1/100 FITC 1/100 (Sigma) 

Anti-pan caderina E-, N-, P-, V-, R- e Soro de coelho/ 1/1 00 Anti-coelho-FITC 
(Sigma) -1/100 T-caderinas 1/100 (Sigma) 

Anti -CD51 lntegrina - Anti-rato - 1/100 Anti-rato-FITC 
(Pharmingen) - 1/100 subunidade a.v 1/100 (Sigma) 

3.15 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE avP3 

CEMs e células de clones Prnp010 e Prnp +I+ foram cultivadas sobre 

lamínulas de vidro e fixadas com solução de paraformaldeído (Sigma) a 4%> 

(sacarose O, 12% em PBS). Em seguida, as lamínulas foram submetidas a 

bloqueio com tampão TBS mais O, 1 °/o de triton X1 00 (Sigma) e 1 °/o de soro 

de cabra, durante uma hora. Após o bloqueio, as lamínulas receberam 

solução TBS contendo O, 1 °/o de triton e 1% de soro de cabra e anticorpo 

anti-wow-1 1:4 (gentilmente cedido pelo Prof. Sanford Shattil, The Scripps 

Research lnstitute) e foram incubadas por 16h a temperatura ambiente. 

Após três lavagens com a solução de bloqueio, as lamínulas foram 

incubadas com o anticorpo secundário, lgG contra lgG de camundongo 

Alexa 568 (Molecular Probes) durante uma hora. A seguir as lamínulas 

foram lavadas (3 vezes com solução de bloqueio) e montadas sobre lâminas 

de vidro com meio de montagem Fluoromount (Southern Biotech). Após a 

secagem, as lâminas foram observadas e as imagens resultantes foram 
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capturadas pela câmera Olympus DP70 acoplada ao microscópio de 

fluorescência Olympus IX70, e analisadas pelo software lmage Pro Plus 4.1 

(Media Cybernetics). Foram analisados no mínimo quatro campos e, pelo 

menos, 300 células, em cada lâmina. 

Os resultados foram submetidos a análises estatísticas com o auxílio 

do "software" SPSS 10.0 for Windows (SPSS lncorporation); foram utilizados 

o teste de Kruskai-Wallis seguido do teste de comparações múltiplas de 

Tukey, para as comparações entre os clones. Também foi aplicado o teste 

de Mann-Whitney para a comparação entre os grupos de clones Prnp +I+ e 

Prnpo;o_ 

3.16 OBTENÇÃO DE PROTEÍNAS PURIFICADAS DA MEC 

3.16.1 PURIFICAÇÃO DE LAMININA 

A laminina utilizada neste trabalho é de origem murina e foi purificada a 

partir de tumores Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) produzidos 

intramuscularmente em camundongos C57 -BL 1 O. O protocolo utilizado foi o 

descrito por (PAULSSON et ai. 1987) e todos os passos realizados a 4°C. 

Cerca de 60g de tumor congelado foi lentamente descongelado, 

dissociado mecanicamente com uma lâmina e homogeneizado por 60 

segundos com 1200 ml de tampão TBS-PI para extração (0, 15M de NaCI, 50 

mM de Tris, 2 mM de NEM e 0,5mM de PMSF) e a ajuda de um liquidificador 

doméstico. O material foi então dividido em seis recipientes adequados para 

o rotor GS3 (Sorvall Co.) e centrifugado por 20 minutos a 8000rpm. O 
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sobrenadante de cada frasco foi desprezado e o sedimento foi suspendido 

em 200ml de tampão TBS-PI para nova extração. 

Novo ciclo de centrifugação foi feito e os sedimentos cuidadosamente 

combinados e transferidos para dois recipientes de centrífuga. Em cada 

frasco foi adicionado 150 ml de tampão TBS/EDTA-PI (tampão TBS-PI, 1 O 

mM EDTA) e as proteínas do precipitado extraídas por 60 minutos com a 

ajuda de um agitador magnético. Após centrifugação, o sobrenadante, 

denominado EDT A 1 , foi recuperado e o sedimento, submetido a nova 

extração. O sobrenadante resultante (EDTA2) foi recuperado e o sedimento 

foi congelado em nitrogênio líquido para purificação de outras proteínas da 

matriz extracelular. 

Os sobrenadantes EDT A 1 e 2 foram combinados, divididos em 

alíquotas de aproximadamente 1 OOml, que foram armazenadas a -sooc 

quando não imediatamente utilizadas. 

Uma alíquota de 100m! foi centrifugada por 20 minutos a 15000 rpm 

(rotor SS34 Sorvall Co.) e o sobrenadante aplicado em coluna Sepharose 

CL6B (Pharmacia, 05x64cm, ca.1250ml) previamente equilibrada em 

tampão TBS-PI para Sepharose CL6B (tampão TBS-PI, 2,5 mM EDTA). Um 

fluxo de 50-60ml/h foi aplicado e alíquotas de 1 Oml foram coletadas. As 

frações foram monitoradas quanto a presença de proteínas em 

espectrofotômetro, utilizando-se valores de absorbância de 280nm. 

As frações contendo laminina, correspondentes ao primeiro pico de 

absorbância, foram combinadas e diluídas com 50%> do volume original com 

tampão Tris-HCI-PI (50 mM Tris, 2,5 mM EDTA, 2 mM NEM e 0,5mM PMSF) 
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e aplicadas em coluna DEAE-Sephacel (Pharmacia, 0Sx1 Ocm, ca. 200m I) 

previamente equilibrada em tampão Tris-HCI-PI. Esta aplicação foi feita em 

sistema fechado, sob baixa taxa de vazão, durante 16 horas. A coluna foi em 

seguida lavada com 200ml de tampão Tris-HCI-PI e a laminina eluída com 

gradiente 0-0,8M de NaCI com um fluxo de 4ml/min. O monitoramento das 

frações foi feito em espectrofotômetro (280nm), e as frações 

correspondentes a laminina, combinadas e dialisadas por 16 horas contra 

TBS (0, 15M NaCI, 20 mM Tris-HCI, pH 7,4). A laminina resultante teve a 

concentração protéica medida (valores típicos entre O, 1-0,8mg/ml) pelo 

método de BRADFORD (1976) sendo aliquotada e armazenada a -80°C. 

3.15.2 FIBRONECTINA E VITRONECTINA 

A fibronectina e a vitronectina, obtidas a partir de plasma humano, 

foram gentilmente cedidas pelo Dr. Silvio Sanches Veiga (Departamento de 

Bioquímica, Universidade Federal do Paraná) e foram purificadas, 

respectivamente, segundo os protocolos já estabelecidos (ENGVALL e 

RUOSLAHTI1977; YATOHGO et ai. 1988). 
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4 RESULTADOS 

Para que pudéssemos avaliar a participação da proteína prion celular 

(PrPc) em tumorigênese experimental, transformamos células embrionárias 

mesenquimais (CEM) imortalizadas, oriundas de embriões de camundongos 

tipo selvagem (CEM Prnp+1+) e deficientes de PrPc (CEM Prnp010
), com a 

construção contendo os oncogenes ras e myc virais, representada na Figura 

1 (THOMPSON et ai. 1989; COMPERE et ai. 1989). O vetor empregado 

também contém um gene cujo produto confere resistência ao antibiótico 

neomicina (Geneticin - lnvitrogen). Após 7 dias de tratamento com este 

antibiótico, isolaram-se apenas os clones que foram transfectados e 

expressaram os oncogenes. 

Os clones foram então caracterizados com o objetivo de empregá-los 

como ferramenta de trabalho no nosso estudo. 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DOS CLONES OBTIDOS 

4.1.1 Ensaio de Crescimento em Suspensão- Ágar Mole 

Para caracterizar os clones isolados e avaliar sua transformação, 

estes foram submetidos a cultivo em ágar mole, condição em que não há 

ancoragem das células sobre as proteínas de matriz extracelular (MEC) que, 

entre outras, é uma característica de células tumorais. 
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Os clones Prnp010 (B3, CS, E10, J20 e K21) e todos os clones Prnp+l+ 

(T1 6, U1 4, V12, Y9 e Z4) foram capazes de crescer em suspensão. Apenas 

o clone A2 (Prnp010
) não exibiu esta característica (Figura 2). 
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Legenda: As células foram cultivadas em ágar mole e foi determinado o número de 
colônias formadas após 21 dias. 
A: fotomicrografia (aumento de 100x) representativa do crescimento celular em 
suspensão: o clone A2 (Prnp010

) , não é capaz de crescer independente de ancoragem 
enquanto que os clones C5 (Prnp010

) e V12 (Prnp+1+) o fazem. 
B: Quantificação do número de colônias formadas 21 dias após a semeadura de 100 
células. Os valores representam a média e o desvio padrão de pelo menos 3 
experimentos independentes. 
Figura 2 - Determinação da eficiência de crescimento em suspensão de 
clones celulares derivados de células mesenquimais embrionárias de 
camundongos selvagens (Prnp +/+) e deficientes para PrPc (Prnp010

), 

transfectados com os oncogenes myc e ras. 
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Conforme os dados representados na Figura 2, selecionamos três 

clones de cada grupo, entre os que se mostraram capazes de crescer em 

suspensão (Tabela 5). Estes clones foram utilizados nos experimentos 

subseqüentes. 

Tabela 5 - Clones selecionados: para o seguimento do estudo, clones 
foram selecionados por exibirem capacidade semelhante de crescimento 
independente de ancoragem. 

Clones selecionados 

83, CS, E10 

Prnp+l+ T16, U14, V12 

4.1.2 Avaliação Semi-Quantitativa do Acúmulo das Proteínas Ras e 

Myc nos Clones Prnp+l+ E Prnp010 

Extratos protéicos preparados a partir de culturas dos clones 

selecionados Prnp010 (83, C5 e E 1 O) e Prnp +I+ (T16, U 14 e V12) foram 

submetidos a separação eletroforética e subseqüente detecção da proteína 

Ras, por "immunoblotting". As bandas obtidas a partir dos autorradiogramas 

das reações de "immunoblotting" foram submetidas a densitometria para 

avaliação semi-quantitativa da expressão da proteína Ras. O valor arbitrário 

de 1 foi atribuído à expressão deRas na célula parenta! tipo selvagem (CEM 

Prnp +I+) e calculou-se em relação a esta, a quantidade de Ras expressa nos 

clones gerados. A carga protéica foi normalizada a partir do uso do mesmo 
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número de células no preparo dos extratos, o que se mostrou eficaz 

considerando-se que a reação para actina, proteína constitutivamente 

expressa, manteve-se semelhante para todas as células testadas (Figura 3). 

Os dados mostram que a expressão desta oncoproteína é equivalente 

entre todos os clones obtidos (Figura 3). 

A expressão de Myc foi avaliada por imunofluorescência, uma vez 

que não foram obtidos resultados satisfatórios a partir de ensaios de 

"immunoblotting" . Pode-se observar que a positividade para a oncoproteína 

Myc nos clones é maior que nas células parentais e equivalente entre eles 

(Figura 4). É possível observar ainda que a fluorescência concentra-se no 

nucleo da célula, como esperado, uma vez que Myc localiza-se 

principalmente nessa região subcelular. 

Portanto, os clones foram usados em experimentos posteriores, de 

forma que eventuais diferenças entre eles pudessem ser atribuídas à 

presença ou ausência da proteína PrPc, e não a variações existentes na 

expressão das oncoproteínas. 
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Figura 3 - Expressão da oncoproteína Ras nos clones de células Prnp +I+ e 

Prnpolo_ 
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Figura 4- Expressão da oncoproteina Myc nos·clones Prn-p+J+ e Prnp010
• 
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4.1.3 Crescimento Celular 

Os clones celulares selecionados Prnp010 e Prnp+l+ apresentam 

comportamento muito semelhante em cultura] caracterizado por intensa 

divisão celular e ausência de inibição de crescimento mediada por contato. A 

avaliação do crescimento celular (figura 5) mostrou que os clones C5 

(Prnp010
) e T16 (Prnp+1+) parecem apresentar taxas de crescimento um pouco 

maiores que os outros clones. Os demais clones apresentaram velocidade 

de crescimento muito semelhante entre eles. Entretanto a avaliação 

estatística mostrou que não existe diferença significativa entre as taxas de 

crescimento dos clones obtidos a partir de células Prnp010 e Prnp+1+. 

4.2 ENSAIO DE TUMORIGÊNESE 

Na tentativa de verificar se havia correlação entre a presença ou não 

de PrPc e a capacidade de produzir tumores in vivo, realizamos ensaios de 

tumorigênese. Os resultados estão apresentados na figura 6 e mostram 

quantificação da massa tumoral presente no dorso dos animais após 21 dias 

da injeção subcutânea de 5x1 05 células. 

Todos os clones foram capazez de gerar tumores in vivo entretanto, 

não se observaram diferenças quanto ao seu crescimento, a partir dos dois 

grupos de clones (Figura 6), sugerindo que a expressão de PrPc não 

influencia a implantabilidade e o crescimento in vivo dessas células. 
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Legenda: A quantidade de 3x105 células dos clones Prnp010 (83, C5, E10) e Prnp+l+ (T16, 

U14, V12), foram semeadas no dia O e contadas nos dias 1, 2 e 3. As curvas representam a 

média e o desvio padrão de 3 experimentos independentes. 

Figura 5 - Curvas de crescimento celular dos clones Prnp010 e Prnp +I+ e 

respectivos tempos de duplicação (td). 
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Legenda: Células de cada clone (5x105
) foram injetadas no dorso de camundongos tipo 

selvagem e a massa tumoral presente foi quantificada 21 dias após injeção. Os valores 

representam a média e o desvio padrão de 3 experimentos independentes. 

Figura 6 - Tumorigênese experimental produzida pelos clones de células 

Prnp+l+ e Prnp010. 

4.3 DOSE TUMORAL MÍNIMA 
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Para determinar se existiriam alterações no crescimento, manutenção 

e sobrevivência das células tumorais in vivo relacionadas à quantidade de 

células implantadas, foram realizados experimentos de dose tumoral 

mínima. 

Neste experimento, monitorou-se o aparecimento de tumor à 

palpação semanalmente, após a injeção subcutânea dos clones de células 

Prnp+l+ e Prnp010
. Foram testados 10 animais para cada dose (104

, 105 e 106 

células) dos clones T16 (Prnp+1+), U14 (Prnp+1+), CS (Prnp010
) e E10 (Prnp010

), 

e 9 animais para cada dose dos clones 83 (Prnp010
) e V12 (Prnp+1+). 
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A análise estatística de cada clone separadamente pode ter sido 

comprometida, uma vez que há variabilidade de resposta entre os animais e, 

desta forma, o número de animais testados pode não ter sido suficiente para 

que se evidenciassem possíveis diferenças estatísticas. Assim, os dados 

foram reunidos em dois grupos de clones (Prnp010 e Prnp+1+), o que também 

se justifica para minimizar eventuais efeitos clonais. Os dados de 

probabilidade de sobrevida livre de tumor a partir da cada dose injetada, 

para cada grupo, foram dispostos nas Tabelas 6 e 7 e na Figura 7. 

A formação de tumor parece ser dose-dependente nos dois grupos 

celulares. No entanto, não foi encontrada diferença estatisticamente 

significativa entre os dois grupos, Prnp010 e Prnp+l+ (Figura 7). 

Comparamos ainda clones Prnp010 e Prnp +I+ para cada dose de 

células injetadas. A Figura 8 mostra que o desenvolvimento de tumor para 

cada uma das doses é semelhante tanto para células Prnp +I+ quanto . para 

aquelas Prnp010
, não se observando diferenças estatisticamente significativas 

entre os dois grupos (p>0,05). 

Estes dados são consistentes com os mostrados no experimento de 

tumorigênese experimental (Figura 6), onde não se detectou alterações no 

crescimento tumoral entre os clones escolhidos. 
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Tabela 6 -Taxa de sobrevida livre de doença após injeção subcutânea de 
células tumorais Prnp010

. Foi determinada a taxa de sobrevida livre de doença, em 
camundongos, 14 dias após injeção subcutânea de 103

, 104 ou 105 células dos clones 
Prnp010

. 

Número de 

células (dose) 

1000 

10000 

100000 

Clones Prnp 070 

Taxa de sobrevida livre de doença 

(14 dias) 

82,1% 

57,1% 

32,1% 

Tabela 7 -Taxa de sobrevida livre de doença após injeção subcutânea de 
células tu morais Prnp +I+_ 

Número de 

células (dose) 

1000 

10000 

100000 

Clones Prnp +I+ 

Taxa de sobrevida livre de doença * 

(14 dias) 

86,2% 

72,4% 

48,3% 

* Foi determinada a taxa de sobrevida livre de doença em camundongos, 14 dias após 

injeção subcutânea de 103
, 104 ou 105 céluJasdos -clones Pmp+1+. 
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Legenda: Probabilidade de sobrevida livre de tumor, em camundongos tipo selvagem, 14 

dias após injeção subcutânea de 103 (verde), 104 (rosa) ou 105 (azul) células dos clones 

Prnp010 ou Prnp+1+. Não houve diferença estatisticamente significativa entre os dois grupos 

de clones em cada dose testada. Análise de sobrevida de Kaplan-Meyer. 

Figura 7 - Probabilidade de sobrevida livre de tumor após injeção 

subcutânea de células tu morais Prnp010 e Prnp +I+, em camundongos tipo 

selvagem. 

4.4 COLONIZAÇÃO PULMONAR 

Para estudar a participação de PrPc em modelo de metástase 

experimental foram realizados experimentos de colonização pulmonar. Neste 

experimento, camundongos machos, tipo selvagem, receberam injeção 

intravenosa (veia lateral caudal) de 1 06 células de cada um dos clones 

uygifftyselecionados. Após 21 dias, foi determinado o número de colônias 

presentes do pulmão de cada animal. 
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Legenda: Para cada dose empregada, 103 (A), 104 (8) e 105 (C), foi calculada a 

probabilidade acumulada de sobrevida livre de tumor, 14 dias após injeção subcutânea de 

células dos clones Prnp010 (azul) e Prnp+l+ (laranja), em camundongos tipo selvagem. Não há 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos de clones Prnp010 e Prnp+1+. Análise 

de sobrevida de Kaplan-Meyer. 

Figura 8 - Probabilidade acumulada de sobrevida livre de tumor após 

injeção subcutânea de células tumorais Prnp010 e Prnp+1+, em camundongos 

tipo selvagem. 
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A Tabela 8 mostra o número de colônias celulares tumorais 

encontradas no pulmão de animais que receberam cada um dos clones 

transformados de células Prnp010 ou Prnp +I+. 

Quando obteve-se contagem do número de colônias pulmonares maior 

que 1 00 (geralmente incontáveis, dada a presença de sobreposição entre 

colônias), considerou-se como equivalente a 1 00 colônias. Desta forma, 

corremos o risco de que os dados fossem subestimados, porém, isto 

permitiu a análise estatística dos dados. A tabela 8 exibe o número de 

colônias presente em cada animal avaliado. Os valores estão dispostos em 

ordem crescente de valor e não segundo a ordem cronológica em que o 

experimento foi realizado. 

As análises estatísticas realizadas a partir da tabela 8 estão mostradas 

na Tabela 9 e na Figura 9 e revelam que o número de colônias pulmonares 

formadas pelos clones 83, C5 e E10 (Prnp010
) é estatisticamente maior que 

aquele produzido pelos clones T16, U14 e V12 (Prnp+1+) . 

Cabe ressaltar que, entre os clones Prnp010 (83, C5 e E1 O), não houve 

diferenças significativas, com valores de p entre 0,373 e 0,996. Também não 

foram significativas as diferenças entre os clones Prnp+l+ (V12, T16 e U4), 

com valores de p entre 0,987 e 1 ,000. 
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Tabela 8 - Número de colônias pulmonares obtidas em experimento de 

metástase experimental (colonização pulmonar). 

Clones Número de 

animais 

26 

E10(Prnp~0) 13 

T16 (Prnp+1+) 24 

U14 (Prnp+1+) 21 

Número de colônias pulmonares * 

o, o, o, 3, 5, 25, 30, 30 32, 35, 60, >1 00, >1 00, 
>100,>100,>100,>100,>100,>100,>100,>100, 

>100,>100,>100,>100,>100. 

5,35,>100,>100,>100,>100,>100,>100,>100, 
>100,>100,>100,>100,>100>100,>100. 

20,20,33,45,>100,>100,>100,>100,>100, 
>100,>100,>100,>100. 

o, o, o, o, o, 1, 4, 4, 8, 8, 10, 10, 12, 15, 15, 15, 20, 
20,>100,>100,>100,>100,>100,>100. 

0,0,0,0,0,3,3,4, 7, 15,15, 15,15, 17,33,45, 
>100,>100,>100,>100,>100. 

0,0,0,2,6, 7,15,>100. 
* Número de colônias presentes na superfície pulmonar de camundongos tipo selvagem 21 

dias após receberem injeção de 1 06 células, na veia caudal, de um dos clones celulares 

especificados. 



Tabela 9 - Colonização pulmonar. 

Clone Média do número de colônias pulmonares* 

(desvio-padrão) 

83 (Prnp010
) 66,2 (42,2) 

C5 (Prnp010
) 90,0 (27,9) 

E10 (Prnp010
) 78,3 (34,4) 

T16 (Prnp+1+) 30,9 (41 ,2) 

U14 (Prnp+1+) 32,0 (40,6) 

16,3 (34,2) 
* Média e desvio padrão do número de colônias produzidas no pulmão de 

camundongos que receberam um dos clones celulares especificados. 
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Na tentativa de diluir diferenças clonais entre as células do mesmo 

grupo, fizemos avaliações estatísticas a partir da associação dos clones dos 

dois grupos, Prnp010 e Prnp+l+ (figura 1 0). Nesta análise nota-se que as 

diferenças estatísticas são ainda mais robustas do que aquelas mostradas a 

partir da avaliação de cada clone isoladamente. 

Estes dados indicam que a ausência de PrPc está associada a uma 

maior capacidade de colonização tumoral. 
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Legenda: O número de animais testados com cada um dos clones Prnp010 (em azul - 83, CS 

e E10) e Prnp+1+ (em laranja- T16, U14 e V12) está representado na abscissa. Na ordenada 

estão mostradas as médias do número de colônias obtidos para cada clone e os respectivos 

intervalos de confiança. Teste não paramétrica de Kruskai-Wallis e análise de comparações 

múltiplas de Tukey. 

Figura 9 - Médias do número de colônias obtidas em experimentos de 

colonização pulmonar e respectivos intervalos de confiança. 
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Legenda: Na abscissa, estão agrupados os 55 animais que receberam injeções de células 

Pmp010 (azul) e os 53 animais que receberam injeções de células Prnp +t+ (laranja). Na 

ordenada são mostradas as médias do número de colônias obtidas em cada grupo e os 

respectivos intervalos de confiança (teste de Mann-Whitney, *p<0,001 ). 

Figura 1 O - Médias do número de colônias obtidas em experimentos de 

colonização pulmonar e respectivos intervalos de confiança. 

4.5 PROTEÍNAS DA MATRIZ EXTRACELULAR 

Experimentos de imunocitoquímica realizados pelo grupo mostraram 

diferenças no padrão de deposição da proteína de matriz extracelular 

laminina em cultura de células gliais (LIMA et ai. em preparação). A laminina, 

ligante de PrPc, apresenta-se depositada predominantemente em forma 

pontual nas culturas de células gliais oriundas de animais Prnp010 e, nas 
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culturas de células gliais Prnp+l+ selvagens, a deposição apresenta um 

padrão fibrilar. 

Portanto, na tentativa de explicar os resultados obtidos a partir da 

colonização pulmonar, nossa próxima abordagem foi avaliar se a deposição 

de laminina produzida pelos fibroblastos de animais Prnp010 e Prnp +I+ seguia 

o mesmo padrão daquele observado pelas células da glia. 

Desta forma, foram realizados experimentos de imunocitoquímica em 

culturas dos fibroblastos parentais Prnp010 e Prnp +I+, para verificar a 

deposição da laminina produzida por estas células. Testamos ainda o 

padrão dos depósitos de fibronectina, outra proteína da MEC altamente 

expressa por fibroblastos. As células parentais foram escolhidas pois 

acreditamos que as diferenças não estão no processo de transformação 

celular mas existem em decorrência da ausência de PrPc já nas células 

parentais. 

Conforme exibido na figura 11, não há diferenças no padrão de 

deposição de ambas as proteínas testadas, podendo-se notar que estas se 

apresentam num padrão fibrilar de deposição, tanto nas CEM Prnp010 quanto 

nas Prnp+1+. 

Portanto, a organização das proteínas da matriz extracelular 

produzidas pelos clones transformados de fibroblastos Prnp010 e Prnp +I+ não 

explica os dados obtidos no ensaio de colonização pulmonar. 
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Legenda: A, B e C:, laminina, fibronectina e controle negativo, respectivamente, em CEM 

Prnp010
• 

D, E e F: laminina, fibronectina e controle negativo, respectivamente, em culturas de CEM 

- Prnp+1+. 

Figura 11 - lmunofluorescência para as proteínas de matriz extracelular 

laminina e fibronectina em culturas de CEM Prnp+l+ e Prnp010 imortalizados. 
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4.6 SECREÇÃO DE METALOPROTEINASES 

Noutra tentativa de compreender o( s) fator( es} que produziram os 

efeitos observados nos experimentos de colonização pulmonar in vivo, foram 

feitos zimogramas para a determinação da atividade das metaloproteinases 

produzidas pelos clones selecionados Prnp010 e Prnp+1+. As 

metaloproteinases são enzimas proteolíticas cuja atividade é dependente de 

íons zinco. Estas participam de processos fisiológicos e também podem 

estar envolvidas na disseminação de células tumorais, favorecendo as 

metástases, uma vez que clivam as proteínas de membrana basal e de 

matriz extracelular (YOON et ai. 2003). 

A abordagem experimental utilizada nestes experimentos permite 

avaliar a atividade de metaloproteinases que agem especificamente sobre o 

colágeno denaturado (gelatinases), que é a proteína mais abundantemente 

expressa na matriz extracelular e membrana basal (WEEKS et ai. 1998; 

SILVA et ai. 2001 ). No entanto, nesses experimentos não se observou 

diferenças relativas ao tipo de metaloproteinase expressa ou quanto à 

atividade dessas enzimas, entre os clones Prnp010 e Prnp+l+ (Figura 12). 

Portanto, os resultados apresentados no experimento colonização 

pulmonar entre os clones Prnp010 e Prnp+l+ não refletem diferenças quanto à 

secreção/ativação destas metaloproteinases. 
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Legenda: Zimograma obtido a partir da eletroforese de meio condicionado obtido de clones 

Pmp010 (83, C5 e E10) e Pmp+l+ (T16, U14 e V12) em gel de poliacrilamida polimerizado na 

presença de gelatina. 

Figura 12 - Atividade de metaloproteinases (gelatinases A e B) nos clones 

Prnp010 e Prnp+1+. 

4.7 COMPORTAMENTO DE ESFERÓIDES MULTICELULARES 

PRODUZIDOS A PARTIR DOS CLONES Prnp010 E Prnp+l+ FRENTE 

A PROTEÍNAS DA MATRIZ EXTRACELULAR 

Os esteróides multicelulares são estruturas mantidas basicamente 

pela adesão intercelular, uma vez que são produzidos sobre camada de gel 

de agarose, que impede que as células adiram à placa de cultura, forçando a 

adesão célula-célula. Estes são formados graças à capacidade de 

crescimento independente de ancoragem exibida por células transformadas 
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(TYSNES et ai. 1996; SCHWARTZ 1997). Ao serem cultivados sobre placas 

tratadas previamente com proteínas da matriz extracelular, as células mais 

superficiais dos esteróides tendem em maior ou menor grau a migrar, 

deixando o esferóide e aderindo às protefnas imobilizadas (TYSNES et ai. 

1996). 

Os esteróides permitem, portanto, avaliar a relação entre as forças 

que mantêm as células unidas nessa estrutura tridimensional, como no 

êmbolo, e as exercidas por quimioatraentes, como proteínas da MEC 

solúveis no plasma ou imobilizadas em placas cultura. A relação entre essas 

forças poderia, portanto, ser refletida nos exper~mentos de metástase 

experimental, onde o evento de embolização é determinante da colonização 

pulmonar (NIESWANDT et ai. 1999). 

Neste experimento comparamos o comportamento de esteróides 

produzidos a partir de clones de células Prnp010 e Prnp+l+ frente a algumas 

proteínas de matriz extracelular, particularmente LN e VN, que foram 

caracterizadas pelo grupo como ligantes de PrPc, além de FN, que não se 

liga a PrPc (HAJJ et ai. submetido). 

Observando a figura 13, pode-se notar que os halos de migração 

produzidos pelos esteróides gerados a partir de clones Prnp+l+ são maiores 

do que aqueles de Prnp010
. Ao se quantificar e avaliar estes dados (figura 14) 

comprovamos que a maioria dos clones de Prnp010 apresentam uma 
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Na Figura 15, os esteróides foram reunidos nos dois grupos, Prnp010 e 

Prnp+1+, e analisados em relação à migração nos três diferentes substratos 

presentes na placa de cultura (LN, VN, FN) e na ausência de qualquer 

tratamento (plástico). As análises estatísticas revelaram que os grupos 

Prnp010 e Prnp +I+ exibiram comportamentos significativamente diferentes 

(p<O,OS). 

É interessante observar que o comportamento desses esteróides é 

muito semelhante seja em presença de VN ou de LN, ambos ligantes de 

PrPc (GRANER et ai. 2000a e b; HAJJ et ai. submetido) ou de FN, que não 

se associa a PrPc. Até mesmo quanto cultivados sobre placas sem 

tratamento algum (plástico), os esteróides comportam-se seguindo o mesmo 

padrão. Desta forma, a maior migração dos clones Prnp+l+ em relação aos 

Prnp010 não deve ser dada pela ausência de PrPc nestas últimas, uma vez 

que o comportamento migtratório independe do substrato ser ou não ligante 

específico de PrPc. Por outro lado, é possível que a menor migração dos 

clones Prnp010 seja ocasionada por uma maior adesividade célula-célula 

nestes esteróides. 

Os resultados mostrados nos experimentos de esteróides poderiam 

explicar os dados obtidos a partir de colonização pulmonar. É possível que a 

maior capacidade de adesão célula-célula entre os clones Prnp010 leve-os a 

formar uma maior quantidade de êmbolos (comparativamente aos clones 

Prnp+1+) na corrente sanguínea Este evento poderia aumentar a 

sobrevivência celular no percurso até o pulmão. A maior formação de 

êmbolos também elevaria a retenção ("arrest") destas células quando de sua 
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passagem pelos capilares sanguíneos do pulmão (ALONSO et ai. 1999; 

FUSTER et ai. 2003). 

Esta hipótese nos levou a questionar se a expressão de PrPc poderia 

modular a expressão de caderinas, expressão/ativação de integrinas ou de 

outras motécutas -envotvrdas na adesão cétuta-cétuta. 

4.8 EXPRESSÃO DE MOLÉCULAS DE ADESÃO CÉLULA­

CÉLULA 

Os dados obtidos até então apontam para uma maior capacidade de 

adesão célula-célula entre os clones obtidos a partir de células Prnp010 que 

entre os Pmp+1+. Moléculas de adesão intercelular estão envolvidas no 

processo de embotização das cétutas tumorais, que se associam 

principalmente a plaquetas e ganham proteção contra a citólise 

(NIESWANDT et ai. 1999; ALONSO et at. 1999; FUSTER et ar. 2003). 

Assim, as moléculas de adesão intercelular podem favorecer a formação de 

colônias putmonares nos experimentos de colonização pulmonar. 

Desta forma, resolvemos avaliar a expressão de moléculas de adesão 

nas células parentais e/ou nos danes produzidos a partir dessas células. 
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Legenda: Observa-se a formação de halos de migração maiores entre os clones Prnp +I+ do que 

entre aqueles Prnp010
• Aumento de 40x. 

Figura 13 - Fotomicrografia de experimento representativo mostrando esteróides 

multicelulares, produzidos a partir de clones Prnp +I+ e Prnp010
, cultivados sobre 

"coating" de proteínas da MEC (FN, LN e VN). 
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Legenda: Análises estatísticas evidenciam o comportamento migratório mais intenso dos 

esteróides Prnp010 (tons de azul) comparativamente aos Prnp +I+ (tons de laranja): 

fibronectina (FN): clone 83 -:f. T16, U14 e V12 {p<0,05), 

clone C5 -:f. T16, U14 e V12 (p<0,05); 

laminina (LN): 

vitronectina (VN): 

plástico (PL): 

clones 83, C5 e E10 -:f. V12 (p<0,05); 

clone 83 -:f. T16, U14 e V12 (p<0,05), 
clone C5 -:f. T16, U14 e V12 (p<0,05), 
clone E10 -:f. U14 (p<0,05); 

clone 83 -:f. T16, U14 e V12 (p<0,05), 
clone C5 -:f. U14 e V12 (p<0,05), 
clone E10 -:f. V12 (p<0,05). 

Teste não paramétrica de Kruskai-Wallis e análise de comparações múltiplas de Tukey. 

Figura 14 - Avaliação do tamanho dos halos formados pelos esteróides 

multicelulares de clones Prnp +I+ e Pmp010 cultivados sobre proteínas da 

MEC. 
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Legenda: Os clones Prnp010 (em azul) exibem halo de migração de tamanho 

significativamente menor quando comparados aos halos produzidos pelos clones Prnp +I+ 

(em laranja), em qualquer subsrtrato empregado. Teste não paramétrica de Kruskai-Wallis e 

análise de comparações múltiplas de Tukey (p<0,05). 

Figura 15 - Avaliação do tamanho dos halos formados pelos esteróides 

multicelulares obtidos a partir do agrupamento dos três clones Prnp010 e 

Prnp +I+ cultivados sobre proteínas da MEC. 
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forma, é improvável que ICAM-1 possa ser associada a maior adesão célula-

célula e, por conseqüência, aos resultados de colonização pulmonar. 

<Sl MACRÓFAGOS ,., 
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CG ·u 
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c (I) 
(J lgG irrel. tn 
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Legenda: Não há marcação específica produzida pelo anticorpo contra ICAM-1 quando 

comparada com a produzida por lgG irrelevante; foram utilizados macrófagos de 

camundongo tipo selvagem como controle positivo do experimento. 

Figura 16 - Citometria de fluxo para detecção de ICAM-1 (CD-54) na 

superfície celular dos clones Prnp010 (83, CS e E10) e Prnp+l+ (T16, U14 e 

V12). 
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4.8.2 Expressão de caderinas 

As caderinas são moléculas que participam da adesão célula-célula 

(VERMEULEN et ai. 1995). Considerando a hipótese de que ocorra maior 

embolização entre células tumorais Prnp010
, levando a uma colonização 

pulmonar mais eficiente, a expressão aumentada destas moléculas poderia 

explicar tal fenômeno. Para tanto, testamos, por citometria de fluxo, os 

fibroblastos imortalizados parentais Prnp010 e Prnp +I+ que originaram os 

clones tumorais (Figura 17). Estas células foram escolhidas uma vez que 

partimos da hipótese de que a ausência de PrPc já modificaria a expressão 

das moléculas de adesão célula-célula na célula parenta I (antes da 

transformação). Empregamos um anticorpo contra pan-caderinas (E­

caderina, N-caderina, P-caderina, V-caderina, R-caderina e T-caderina), o 

que permitiu a avaliação global da expressão dessas moléculas. Os 

resultados mostraram, entretanto, que não havia diferença entre as CEM 

Prnp010 e Prnp +I+ quanto a expressão dessas moléculas. Isto significa que as 

caderinas não parecem ser responsáveis pelas alterações entre os dois 

grupos de clones quanto a migração de células a partir dos esteróides e a 

capacidade de colonização pulmonar. 
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soro irrel. 

CEM Prnp +I+ 

Número de células 

Legenda: Expressão de caderinas em células Prnp010 (A), e Prnp +I+ (8) avaliada por 

citometria de fluxo usando anticorpo para pan-caderinas (E-caderina, N-caderina, P­

caderina, V-caderina, R-caderina e T-caderina). Linhas azuis mostram a fluorescência 

inespecífica do soro controle (não imune). 

Figura 17- Avaliação da expressão de caderinas em CEM Prnp010 e Prnp+l+ 

imortalizados. 

4.8.3 ·Expressão e atividade da integrina avf33: 

Sabe-se que VN é ligante de PrPc (HAJJ et ai. submetido). Ao mesmo 

tempo, VN interage com a integrina av~3 através do sítio RGD (PREISSNER 

1991 ). 

Esta integrina está classicamente associada a metástase e, 

recentemente, mostrou-se que células tumorais podem usar essa integrina 

para se ligar ao receptor de plaquetas, aubf33, através da ligação cruzada 

com proteínas plasmáticas circulantes (PILCH et ai. 2002). Sabe-se ainda 

que a proteína VN, ligante de integrina avf33 e de PrPc, possui a 

característica de formar multímeros (PREISSNER 1991; SCHVARTZ et ai. 

1999), o que facilitaria a formação de ligações intercelulares mediadas por 
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integrinas. Além disso, dados não publicados do grupo revelaram que a 

integrina av~3 tem atividade aumentada em neurônios de gânglios da raiz 

dorsal de animais Prnp010 (HAJJ et ai. submetido). Isto significa que a 

ausência de PrPc (ligante de laminina e de vitronectina) leva a uma 

alteração na expressão ou atividade de integrinas em neurônios, o que pode 

ser um fenômeno generalizado para outras células. 

Os experimentos de citometria de fluxo realizados para verificar a 

expressão de diversas integrinas revelaram que nas células parentais 

Prnp010 há uma expressão aproximadamente 30% maior da subunidade av 

do que nas Prnp+l+ (p=0,02), conforme visto na figura 18. Foram testadas 

ainda outras integrinas (como as, a6, ~3, ~4) que exibiram expressão 

semelhante entre as células Prnp+l+ e as Prnp010
. 

O próximo passo foi medir a atividade da integrina avJ33 nas CEM 

Prnp010 e Prnp +I+ de cultura primária e nos respectivos clones transformados. 

Para isso foram realizados ensaios de inunofluorescência usando o 

anticorpo anti-wow-1 (PAMPORI et ai. 1999), que reconhece 

especificamente a forma ativada desta integrina (figuras 19 e 20). A Figura 

19 mostra que não existe diferença estatisticamente significativa quanto 

atividade da integrina avJ33 entre as células parentais e respectivos clones 

Prnp010 e Prnp+l+_ 

Dada a grande variabilidade dos resultados obtidos nestes 

experimentos, decidimos aumentar a amostragem agrupando os dados 

relativos aos clones Prnp010 e Prnp+1+, o que ainda minimiza eventos clonais. 

Os resultados apresentados na Figura 20 comprovam que células Prnp010 
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possuem atividade aumentada de avP3 quando comparadas a células 

Prnp+l+_ 

Portanto, nossos dados sugerem que a maior capacidade de 

colonização pulmonar pelos clones de células Prnp010
, quando comparadas 

às Prnp+1+, pode ser devida a sua maior habilidade de agregação o que deve 

ser causada, pelo menos em parte, pela maior atividade de avP3 nestas 

células. 
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Legenda: A: expressão da subunidade av de integrina em fibroblastos Prnp010 e Prnp +I+ 

avaliada por citometria de fluxo. Soro não imune foi usado como controle. 

8: quantificação da expressão da subunidade av, onde unidades de fluorescência arbitrárias 

para as células Prnp +I+ foram consideradas 100% e o valor para a célula Prnp010 é relativo a 

este. *p<0,05, teste t (Student's) de média única. 

Figura 18 - Expressão da subunidade av de integrina em fibroblastos de 

cultura primária de camundongos Prnp +I+ e Prnp010
. 
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Legenda: Células parentais Prnp010 (azul) e Prnp+l+ (laranja) e os respectivos clones 

transformados foram avaliados pelo uso do anticorpo anti-wow-1, que reconhece 

especificamente a forma ativada da integrina Ov~3 . As unidades de fluorescência arbitrárias 

foram consideradas igual a 1 para as células parentais Prnp +I+ e os valores para as outras 

células são relativos a este. Não se observaram diferenças estatísticas entre as linhagens 

quanto à ativação de avJ33-

Figura 19 Quantificação da ativação da integrina avJ33 por 

imunofluorescência. 
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Figura 20 Quantificação da ativação da integrina avf33 por 

imunofluorescência. 
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5 DISCUSSÃO 

5.1 GERAÇÃO DE CLONES, CRESCIMENTO INDEPENDENTE DE 

ANCORAGEM E DE FATORES SOLÚVEIS 

A natureza do complexo processo de múltiplos passos da 

tumorigênese pôde ser compreendida pelo uso de modelos de 

carcinogênese química em animais. Através do modelo murino de câncer de 

pele, caracterizou-se que a oncogênese envolve três passos denominados 

iniciação, promoção e progressão tumoral. A iniciação pode ser 

desencadeada por substâncias químicas mutagênicas, tais como o 

dimetilbenzantraceno (DMBA). A promoção decorre do uso de um agente 

promotor, como o éster de forból que, aplicado continuamente, leva ao 

surgimento de papilomas, e posteriormente, de carcinomas. 

Uma vez gerado o tumor, alterações genéticas vão sendo acumuladas 

de maneira heterogênea na massa tumoral. A fase de progressão é 

decorrente da aquisição destas alterações, culminando num fenótipo mais 

agressivo, que freqüentemente depende da interação das células tumorais 

com células e elementos inanimados do hospedeiro (a matriz extracelular). 

Mutações em proto-oncogenes, particularmente myc, determinam a 

iniciação e outras mutações em proto-oncogenes localizados na membrana 

e/ou citoplasma, como ras, determinam a promoção tumoral (MANZO 1989). 
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Assim, a natureza da tumorigênese (múltiplos passos) pode refletir a 

ativação de vários oncogenes consecutivamente (LAND et ai. 1983; 

NEWBOLD e OVERELL 1983; THOMPSON et ai. 1989). Animais 

transgênicos que expressam os oncogenes ras e myc sob o controle do 

promotor do vírus de carcinoma mamário de camundongos exibem uma 

maior incidência de carcinomas de mama que aqueles que expressam 

apenas um desses oncogenes (SINN et ai. 1987). A introdução de dois 

oncogenes, como ras e myc, induz a transformação de células de culturas 

primárias de camundongo (HAHN e WEINBERG 2002; RANGARAJAN e 

WEINBERG 2003). Já em humanos, aparentemente, são necessários 5 a 6 

eventos distintos, dependendo do modelo celular estudado, o que confirma 

estimativas dos primeiros estudos epidemiológicos sobre carcinogênese 

humana (PETO et ai. 1975; RANGARAJAN et ai. 2004). 

O modelo apresentado neste estudo baseia-se na geração de clones 

a partir de CEMs imortalizadas, que expressam ou não a proteína PrPc, pela 

transfecção dos oncogenes ras e myc. Assim, a partir dos clones gerados 

podemos estudar o papel de PrPc em tumorigênese e metástase 

experimentais. 

Os clones gerados, Prnp+l+ e Prnp010
, foram avaliados quanto à 

expressão das oncoproteínas e exibiram quantidades semelhantes deRas e 

Myc, de modo que quaisquer alterações no comportamento dessas células 

correlacionam-se necessariamente à presença ou não da proteína PrPc. 

Inicialmente, verificamos que os clones Prnp +I+ e Prnp010 

apresentaram capacidade semelhante de proliferação em agar mole. A 

·. .~.;; ·;: .: : ! · .. 

.. ~ ·, :",\. 



95 

capacidade de proliferação independente de ancoragem a um substrato 

apresentada por células transformadas é o parâmetro experimental que 

guarda melhor correlação com a capacidade tumorigênica dessas células 

em modelos animais (FREEDMAN e SHIN 1974). Esta característica reflete 

a tendência que as células tumorais possuem de sobreviver e crescer em 

sítios inapropriados, tal como ocorre na invasão e metástase. As células 

tumorais são resistentes à morte celular associada à perda de adesão à 

MEC ou "anoikis", palavra grega para designar "sem casa" (SCHWARTZ 

1997; MIRANTI e BRUGGE 2002). 

As células normais necessitam de sinais emitidos por fatores de 

crescimento e seus receptores assim como da interação entre moléculas da 

superfície celular e da MEC para sua sobrevivência e regulação do ciclo 

celular. As integrinas exercem um papel de grande importância neste 

mecanismo, células não aderidas a proteínas da MEC entram em apoptose, 

mesmo quando cultivadas em condições onde não há deprivação de fatores 

de crescimento. 

O escape da morte celular e da supressão da proliferação como 

conseqüência da perda das funções adesivas normais provavelmente está 

associado a progressão tumoral (EVAN e VOUSDEN 2001 ). Sabe-se que 

integrinas estão envolvidas na regulação de tirosina-quinases como FAK 

("focal adhesion kinase"), pp6osrc, c-Abl , e serina-treonina-quinases, como 

MAPK, jun-quinase (JNK), PKA, PKC, entre outras proteínas. Fatores de 

crescimento solúveis, através de seus receptores, podem promover ativação 

sinérgica das mesmas vias de sinalização controladas por integrinas, através 
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da cascata Ras/Raf/Mek/MAPK. Assim, adesão mediada por integrinas e 

fatores solúveis atuam controlando funções celulares como migração, 

proliferação, expressão gênica e diferenciação, além de conferirem, em 

condições normais, dependência de ancoragem (SCHWARTZ 1997; 

MIRANTI e BRUGGE 2002). 

Os clones celulares gerados neste trabalho crescem independente de 

fatores solúveis ou de ancoragem, graças à introdução dos oncogenes ras e 

myc nessas células. 

As integrinas podem regular respostas a outros receptores e vice­

versa, ocorrendo extenso "crosstalk" entre as vias de sinalização ativadas 

pelas primeiras e outros receptores. Através de mecanismo de transativação 

(Figura 21 ), receptores de fatores de crescimento são ativados. Receptor de 

fator de crescimento epidermal (EGFR), receptor de fator de crescimento 

derivado de plaquetas (PDGFR}, receptor de fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGFR), receptor de fator de crescimento de hepatócitos 

(HGFR/Met) e Ron, receptor para proteína estimuladora de macrófagos, que 

guarda extensa homologia com Met, são todos estimulados após a ativação 

de integrinas, assim, amplificando o sinal destas. Também ocorre a ativação 

das integrinas através de fatores de crescimento, que alteram afinidade e 

avidez destas por seus ligantes (TRUSOLINO et ai. 2000; MIRANTI e 

BRUGGE 2002; COMOGLIO et ai. 2003). 

PrPc está localizado na membrana celular, o que sugere um 

mecanismo de "crosstalk" entre este e receptores de fatores de crescimento 
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que, juntamente com integrinas, regulariam e/ou modulariam essas vias de 

sinalização. 

Observamos que ambos os grupos de clones, Prnp +I+ e Prnp010
, 

exibiram capacidade de proliferação semelhante ex vivo (curvas de 

crescimento). Quando injetados subcutaneamente, os clones foram 

igualmente capazes de produzir tumores in vivo; além disso, os 

experimentos de dose tumoral mínima não mostraram diferenças entre os 

dois grupos de clones gerados. Portanto, a presença de PrPc não foi capaz 

de alterar a implantabilidade, proliferação ou manutenção das células in vivo, 

sugerindo que não há influência de PrPc quanto a independência de fatores 

de crescimento solúveis ou mesmo sobre a capacidade de proliferação 

independente de ancoragem. 

As células imortalizadas parentais, as CEMs Prnp +I+ e Prnp010
, não 

exibiram comportamentos diferentes durante a imortalização, sugerindo que 

não houve participação de PrPc nessa etapa. Não foi observada também a 

participação de PrPc nos processos de iniciação e promoção tumoral, uma 

vez que todos os clones, desde a sua geração, comportaram-se igualmente 

frente aos experimentos de dose tumoral mínima e de tumorigênese. 

Colonização pulmonar 

A malignidade tumoral reflete, entre outras características, a 

capacidade de produzir metástases. Estas se dão a partir de uma série de 

passos seqüenciais que resultam na formação de focos metastáticos 
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distantes do tumor primário. As células devem dissociar -se do tumor 

primário, migrar através da MEC, permear a membrana basal de vasos, 

atingindo a circulação sangüínea ou o sistema linfático. No órgão-alvo, o 

fenômeno inverso ocorre: evasão do sistema vascular ( extravasão) e 

invasão da membrana basal (COUSSENS e WERB 1996). 

Para estudar o possível envolvimento de PrPc no processo 

metastático, utilizamos o modelo experimental de colonização pulmonar, que 

contempla os processos finais do desenvolvimento de metástases, isto é, a 

fase intravascular, a extravasão e o escape de algumas defesas imunes 

(THORGEIRSSON et ai. 1985; BERNSTEIN e WEINBERG 1985; GREIG et 

ai. 1985). 

Sabe-se que PrPc está associado a proteção contra estresse 

oxidativo e que células de origem neuronal obtidas de animais deficientes 

para PrPc exibem maior suscetibilidade a radicais livres e a outros insultos 

ligados ao aumento do estresse oxidativo, como tratamentos com 

dimetilsulfóxido, citarabina, dissulfiram, ácido caínico, entre outros (BROWN 

et ai. 1997b ). Foi observado ainda o aumento da expressão de Bax, Bcl-2 e 

de ERK fosforilada e diminuição de p53 em culturas de neurônios 

cerebelares de camundongos adultos cujo gene de PrPc foi removido 

(BROWN et ai. 2002). Assim, a expectativa inicial era de que os clones de 

células tumorais Prnp010 produzissem tumores menos eficientemente~ nos 

experimentos de colonização pulmonar, exibindo menor sobrevivência ao 

estresse representado peta disseminação hematogênica. No entanto, os 

dados apresentados mostraram exatamente o oposto. 
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Embora os clones estudados tenham exibido curvas de crescimento 

semelhantes, este comportamento não se refletiu nos experimentos de 

colonização pulmonar, onde os clones Prnp010 produziram número de 

colônias superior ao dos clones Prnp+1+. Assim, os dados obtidos nos 

experimentos de colonização pulmonar não podem ser explicados com base 

no crescimento celular. 

Para explicar o maior número de colônias pulmonares gerado por 

clones Prnp010 nesse experimento algumas hipóteses foram formuladas, 

como descrito a seguir. 

• Organização da matriz extrace/ular 

Análises feitas por microscopia confocal revelaram que colônias de 

células de carcinoma SP1 continham microfibrilas extracelulares compostas 

de fibronectina. A depleção parcial de fibronectina em culturas em ágar mole 

reduziu o número de colônias obtido. Por outro lado, o número de colônias 

pôde ser recuperado adicionando-se fibronectina exógena. Portanto, este 

achado indica que a deposição de fibronectina no padrão fibrilar é 

necessária, embora não seja suficiente, para o crescimento independente de 

ancoragem da linhagem de carcinoma mamário SP1, em ensaios de 

crescimento em ágar mole (SAULNIER et ai. 1996). 

Mostrou-se que o peptídeo da cadeia f31 da molécula de laminina 

YIGSR reduz a metástase experimental , quando co-injetado com células 

HT1080 de fibrossarcoma humano (IWAMOTO et ai. 1996). 
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Uma linhagem celular foi estabelecida pela seleção em cultura de 

células de melanoma murino 8 16-F1 O que aderiam mais fortemente a placas 

tratadas com o peptídeio YIGSR. Essa variante celular foi capaz de produzir 

um número mais elevado de colônias pulmonares após injeção intravenosa · 

que suas parentais. Este achado sugere que a interação celular com essa 

seqüência da molécula de laminina pode regular o crescimento tumoral. 

Outro dado, refere-se à inibição da colonização pulmonar quando as células 

são co-injetadas com formas multiméricas do peptídeo YIGSR, onde se 

mostrou que quanto maior o tamanho do multímero, maior a proteção contra 

a formação de colônias pulmonares (NOMIZU et ai. 1993). 

Por outro lado, nosso grupo observou em culturas primárias de glia, 

que na MEC produzida por células Prnp010
, a LN apresentou padrão pontual 

de deposição, enquanto que nas células Prnp +I+, a LN exibiu padrão fibrilar 

(LIMA et ai. em preparação). Assim, levantou-se a hipótese da participação 

de uma forma alterada de organização da matriz extracelular relacionada à 

capacidade de produção de colônias pulmonares. Isto poderia ocorrer no 

momento em que a célula é injetada, carreando parte da matriz à qual se 

encontrava aderida, resultando numa maior ou menor eficiência na 

colonização do epitélio pulmonar. Outra possibilidade seria, no momento 

porterior, que a diferença na organização da matriz pudesse interferir na 

interação da célula tumoral com o endotélio. Isto poderia significar uma 

melhor ou pior fixação no sítio metastático, com conseqüente maior ou 

menor colonização, respectivamente. 
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O padrão de deposição das proteínas de MEC, FN e LN, depositada 

pelas CEM parentais Prnp010 e Prnp+l+ foi estudado por imunofluorescência. 

No entanto, nas CEMs estudadas não se identificou tal diferença. Portanto, 

não parece haver correlação entre o padrão de deposição das proteínas FN 

e LN nas matrizes produzidas pelas CEMs Prnp010 e Prnp+l+ e os resultados 

obtidos na metástase experimental. 

• Atividade de meta/oproteinases (MMPs) de matriz extrace/u/ar 

A expressão de metaloproteinases pode ser desencadeada por uma 

variedade de estímulos incluindo fatores de crescimento, citocinas e 

componentes da MEC. 

A atividade das gelatinases (MMP-2 e MMP-9), por exemplo, regula a 

biodisponibilidade e atividade de fatores de crescimento e citocinas, 

afetando a resposta imune e o processo de angiogênese (JOHN e 

TUSZYNSKI 2001 ). 

As MMPs exercem um papel fundamental na metástase, promovendo 

invasão e angiogênese. Em particular, as gelatinases (MMP-2 e MMP-9) têm 

se mostrado importantes no processo metastático em diversos tumores 

humanos e também em modelos animais de tumor. 

Alguns inibidores sintéticos de MMPs, como Batimastat e Marimastat, 

inibem a atividade das MMPs e, portanto, inibem a formação de capilares in 

vivo e in vitro (TARABOLETTI et ai. 1995). A maior evidência, no entanto, 

associando MMP-2 ao processo angiogênico se deu através do camundongo 
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deficiente para MMP-2, que exibiu angiogênese tumoral reduzida. Esse 

animal, depois de injeções intradérmicas de células de melanoma e de tumor 

de Lewis, produziu volume tumoral diminuído de 39%> e 24%>, 

respectivamente, em relação ao controle (ITOH et ai. 1998). 

Em trabalho recente, foi reportado que o inibidor de metaloproteinases 

ON0-4817 foi capaz de bloquear a metástase hematogênica em 

camundongos imunodeficientes, reduzindo o número de colônias 

pulmonares formadas após a injeção de células tumorais (YAMAMOTO et ai. 

2003). Também a oxamflatim, um derivado do ácido hidroxâmico, que inibe a 

expressão de ativador de plasminogênio tipo-uroquinase e eleva a 

expressão do inibidor de ativador de plasminogênio tipo-uroquinase, atua 

inibindo a invasão de células metastáticas através de matrigel 

(CAKAROVSKI et ai. 2004). 

Mostrou-se recentemente em células hepáticas humanas (human 

stellate cells) que a ligação entre uma proteína do vírus de hepatite C, E2, e 

CD81 leva ao aumento da expressão de MMP-2, mediado pela via de 

MAPKIERK (MAZZOCCA et ai. 2004). Sabe-se que MAPK está mais ativada 

em explantes de retina (CHIARINI et ai. 2002; ZANATA et ai. 2002) e 

hipocampo de embriões de camundongos deficientes de PrPc (LOPES et ai. 

submetido), e em neurônios cerebelares de camundongos adultos 

deficientes de PrPc (BROWN et ai. 2002). Estes dados nos levaram a 

hipotetizar que clones tumorais deficientes de PrPc poderiam produzir e/ou 

ativar gelatinases mais eficientemente que os respectivos clones selvagens. 

Desta forma, foram conduzidos experimentos de zimografia a partir de meios 
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condicionados dos clones Prnp +I+ e Prnp010 em células em cultura. No 

entanto, o estado de ativação dessas metaloproteinases mostrou-se 

semelhante entre todos os clones, não podendo portanto, correlacionar -se 

com os efeitos observados na colonização pulmonar. 

• Aumento da agregação e embolização de células tumorais 

Em publicação recente, descreveu-se um possível papel de PrPc 

mediando adesão intercelular (MANGE et ai. 2002). Foi mostrado que 

células de origem neuronal que superexpressam PrPc exibem capacidade 

aumentada de formar agregados e que o tratamento com fosfol ipase C 

fosfatidilinositol -específica ou com anticorpos contra PrPc diminuem tal 

capacidade (MANGE et ai. 2002). O fenômeno de agregação celular é de 

fundamental importância no mecanismo envolvido na metástase e, em 

particular, no ensaio de colonização pulmonar. No entanto, contrariamente 

às expectativas iniciais, a ausência da proteína PrPc pareceu exercer um 

papel positivo na capacidade de colonização pulmonar. 

Moléculas envolvidas em adesão célula-célula podem eventualmente 

exibir expressão e/ou ativação alteradas na ausência de PrPc. Isto poderia 

ocorrer em função de mecanismo compensatório desenvolvido para prevenir 

possíveis alterações no funcionamento normal da célula deficiente para 

PrPc, através da utilização de proteínas envolvidas no mesmo fenótipo, com 

funções redundantes. Diversos exemplos desse fenômeno podem ser vistos 

na literatura (SCHWARZ et ai. 2002; FRIEDRICHSEN et ai. 2002; 
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SCHLUTER et ai. 2004). Assim, algumas moléculas de adesão célula-célula 

foram estudadas. 

A adesão célula-célula determina a polaridade das células, participa 

na manutenção da estrutura tecidual e regula proliferação e diferenciação. 

Essas interações são mediadas por uma grande família de moléculas 

chamadas de CAMs ("cellular adhesion molecules"), Um grupo de CAMs, as 

caderinas compreendem uma superfamília de glicoproteínas transmembrana 

dependentes de Ca2
+ que executam papéis essenciais no contato célula-

célula. A regulação da adesão célula-célula mediada por caderinas é 

importante no desenvolvimento embrionário e na diferenciação (STEWART e 

NELSON 1997; UEMURA 1998). 

O domínio extracelular de várias caderinas é responsável pela 

interação homofílica na adesão célula-célula e os domínios citoplasmáticos 

interagem com proteínas citoplasmáticas denominadas cateninas, que se 

associam ao citoesqueleto de actina. Células tumorais que apresentam a-

catenina mutada ou menos expressa em geral exibem maior potencial 

invasivo (VERMEULEN et ai. 1995). Muitos tumores de origem epitelial 

perdem a expressão do gene supressor de tumor E-caderina durante seu 

desenvolvimento. A E-caderina atua como molécula supressora de 

metástases em muitas linhagens celulares e a perda da sua expressão 

correlaciona-se com elevado potencial de invasão e de metástase, enquanto 

que a reintrodução ou o aumento da expressão do gene leva a supressão do 

fenótipo invasivo (VLEMINCKX et ai. 1991; SEMB e CHRISTOFORI 1998; 

PECINA-SLAUS 2003). 
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Assim, foram realizados experimentos de citometria de fluxo para 

avaliação da expressão de caderinas sem que se observassem, no entanto, 

alterações entre as células parentais Prnp +I+ e Prnp010
. Portanto, caderinas 

provavelmente não estão envolvidas com a maior adesão célula-célula que 

pudesse explicar a maior produção de colônias pulmonares pelos clones 

Prnp010 relativamente aos clones Prnp+1+. 

Também estudamos a participação de outra molécula de adesão 

célula-célula, a ICAM-1 ("intercellular adhesion molecule"). Experimentos 

conduzidos pelo Dr. Tarso Benigno Ledur Kist, da Universidade Federal do 

Rio Grande do Sul, evidenciaram em "microarrays" de cDNA, uma maior 

expressão do mRNA de ICAM-1 em cérebros de camundongos Prnp010 

quando comparados aos Prnp+1+. Assim, supusemos que esta molécula 

poderia ser responsável pela maior embolização e conseqüentemente pela 

maior colonização pulmonar, entre os clones Prnp010
. 

As ICAMs são membros estruturalmente assemelhados à família das 

imunoglobulinas, e são tigantes da cadeia (32 das moléculas de integrinas 

(HUBBARD et ai. 2000; DIETRICH 2002). 

ICAM-1 está mais expressa em células de pacientes com carcinoma 

pulmonar de pequenas células sendo responsável por mau prognóstico, 

além disso, a adesão de células tumorais a células endoteliais em cultura é 

dependente de ICAM-1 (FINZEL et ai. 2004). A maior expressão desta 

molécula poderia também explicar nossos dados de colonização pulmonar. 

No entanto, em ambos os grupos de clones, a expressão de ICAM-1 não foi 

detectável através de experimentos de citometria de fluxo. Portanto, 
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alterações na expressão de ICAM-1 não estão envolvidas com os dados de 

colonização pulmonar obtidos no presente trabalho. 

O processo de embolização de células tumorais é um outro aspecto 

importante no experimento de colonização pulmonar e é facilitado por 

plaquetas, que podem formar agregados juntamente com as células 

tumorais, mediando a adesão à parede de capilares e protegendo células 

tumorais circulantes da ação da resposta anti-tumoral do hospedeiro 

mediada por linfócitos "natural killer'' (NIESWANDT et ai. 1999). Os 

leucócitos podem igualmente participar deste processo, protegendo as 

células tumorais circulantes e favorecendo a metástase (KARPATKIN et ai. 

1981 ). Estes processos podem levar a uma colonização pulmonar mais 

eficiente. Além disso, as plaquetas liberam uma variedade de agentes 

angiogênicos como VEGF, PDGF, TGF-~ e fibrinogênio. Estes fatores são 

liberados imediatamente após a ativação plaquetária, que pode ocorrer pela 

presença de células tumorais (TRIKHA e NAKADA 2002; TRIKHA et ai. 

2002). 

É provável ainda que a ausência de PrPc atue modulando a 

expressão ou ativação de algum receptor celular envolvido neste processo. 

Outro experimento que corrobora esta hipótese é o que avaliou o 

comportamento de esferóides multicelulares frente a componentes da MEC. 

Estes sugerem que as células dos clones Prnp010 tendem a permanecer sob 

a forma de agregados, migrando menos em direção às proteínas de matriz 

extracelular imobilizadas na placa de cultura. Ao contrário das células dos 

clones Prnp+l+ que\ nas mesmas condições\ tendem a migrar mais 
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ativamente. Portanto, moléculas responsáveis por agregação de células, em 

particular na corrente sangüínea, são fortes candidatas no desenvolvimento 

de um maior número de colônias pulmonares pelos clones Prnp010
. 

lntegrinas e metástase 

As integrinas são uma grande família de receptores que medeiam os 

processos celulares de adesão e migração. 

Estas são heterodímeros de glicoproteínas formadas por uma unidade 

a, entre 18, e uma unidade f3, entre oito conhecidas que, combinadas, 

produzem no mínimo 24 diferentes integrinas. Cada integrina pode associar-

se a um repertório de ligantes da superfície celular, da MEC ou ainda a 

proteínas solúveis (HYNES 1992; SCHWARTZ et ai. 1995). 

Células transfectadas com a porção catalítica de Raf-1, que integra a 

via de sinalização controlada por integrinas, mostraram aumento na 

expressão da subunidade av (ZHANG et ai. 2002). Uma vez que av está 

relacionada a aumento da agregação celular (AOSHIBA et ai. 1997), 

mostrou-se ainda que as células que receberam a construção possuem 

maior capacidade de formar agregados. Assim, sabendo que Raf- 1 regula 

MAPK e que esta última se apresenta mais ativada em células de origem 

neuronal em animais deficientes para PrPc (BROWN et ai. 2002), seria 

razoável supor que a expressão de av estivesse aumentada nas células 

desses animais. De fato, experimentos de citometria de fluxo mostraram que 

há maior expressão de av nas CEM Prnp010 que nas Prnp+1+. 
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Também foi reportado que dominantes negativos de Mek 1 ou Raf-1 

inibem a ligação da integrina a 11 bf33 a fibrinogênio em plaquetas (LI Z et ai. 

2001 ). Outro trabalho mostrou a associação entre MAPK (ERK1) e a 

integrina avf33 após a adição de PDGF a fibroblastos NIH 3T3 submetidos a 

deprivação de soro. ERK1 imunoprecipita juntamente com a integrina avf33, 

empregando anticorpo contra a subunidade f33, e co-localizam-se na 

membrana plasmática. O tratamento dessas culturas com PD98059, um 

inibi dor de MEK (que está "upstream" a ERK1, nessa via), inibiu a co­

imunoprecipitação e a co-localização de ERK1 e avf33 e, ao mesmo tempo, 

foi capaz de inibir em 40°/o a adesão dessas culturas a VN, mas não sobre 

FN, indicando que avf33 recruta ERK1 para aderir eficientemente sobre VN, o 

que implica a participação de ERK1 na ativação de avf33 (ROBERTS et ai. 

2003). 

Sabe-se que a metástase freqüentemente envolve a circulação 

sangüínea e que as células tumorais circulantes estão expostas a forças do 

fluxo sangüíneo, que se opõem à ancoragem das células tumorais. No 

entanto, a retenção das células tumorais no compartimento vascular 

(metástase hematogênica) é fundamental para o crescimento intravascular 

do tumor e para a extravasão, atingindo os órgãos-alvo da metástase. Além 

disso, esta é dependente, entre outras coisas, de mecanismos adesivos 

específicos e podem envolver a participação de plaquetas ativadas (PILCH 

et ai. 2002). A atividade procoagulante de células tumorais tem sido 

correlacionada com a progressão de vários tipos de cânceres humanos 

(KARPATKIN et ai. 1981 e 1988; CAMERER et ai. 2004). 
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As plaquetas parecem exercer ainda um papel protetor contra a ação 

de linfócitos "natural killer". Mostrou-se que anestésicos como cetamina, 

tiopental e halotano, reduziram a ativação de linfócitos "natural killer" em 

modelos animais de metástase experimental, levando a uma maior eficiência 

na colonização pulmonar experimental de células tumorais. Assim, a 

redução na ativação de células "natural killer'' pode correlacionar-se a maior 

suscetibilidade à metástase nesse modelo (MELAMED et ai. 2003). 

Camundongos deficientes para Gaq, proteína G crítica para a 

ativação plaquetária, exibem pronunciada diminuição na metástase 

experimental e espontânea, evidenciando o papel que as plaquetas ativadas 

exercem, favorecendo a disseminação hematogênica de células tumorais. A 

redução da sobrevivência das células tumorais circulantes em camundongos 

deficientes para Gaq e fibrinogênio não foi observada quando da depleção 

genética ou imunológica de linfócitos "natural killer'', sugerindo que plaquetas 

e fibrina exerçam papel protetor contra a ação desses linfócitos, contribuindo 

para um maior potencial metastático impedindo a eliminação de células 

tumorais (PALUMBO et ai. 2005). 

Considerando-se a possibilidade de PrPc mediar ligação célula-célula 

(MANGÉ et ai. 2002) e sabendo-se que células "natural killer'' expressam 

PrPc em camundongos, ao contrário das plaquetas (STARKE et ai. 2000), 

poderia-se imaginar que, em animais tipo selvagem que receberam clones 

Prnp +I+ ocorreria uma maior interação entre estes linfócitos e células 

tumorais, favorecendo a eliminação destas últimas. O que não ocorreria, 

entretanto, em animais tipo selvagem que receberam clones Prnp010
, onde a 



110 

interação entre as células tumorais Prnp010 e os linfócitos "natural killer" 

Prnp+l+ talvez fosse prejudicada pela pela ausência da interação célula-

célula mediada por PrPc (MANGE et ai. 2002). Além disso, essa interação 

também pode ser menos eficiente devido à maior proteção conferida pelas 

plaquetas, mediada pela ligação cruzada entre avf33 ativada nas células 

P o;o I rnp e a11bf33 nas p aquetas. 

A função fundamental das integrinas é a de ligação, que é em muitos 

casos rapidamente regulada num processo de ativação ou "inside-out 

signaling". A ativação de integrinas se dá por dois eventos, pela modulação 

da afinidade do receptor através de mudanças conformacionais no 

heterodímero af3 e pela modulação da avidez do receptor através da difusão 

lateral ou agrupamento dos heterodímeros. Além disso, uma característica 

notável da ativação de integrinas é a capacidade de ligar-se a ligantes 

solúveis. 

A evidência de que gânglios da raiz dorsal oriundos de camundongos 

deficientes para PrPc exibem a integrina avf33 30°/o mais ativada que os 

animais tipo selvagem, num mecanismo compensatório (HAJJ et ai. 

submetido), levou-nos a supor que o mesmo pudesse ocorrer entre os 

clones Prnp010 frente aos Prnp+1+. 

Quando se avaliou o estado de ativação de avf33 integrina, identificou-

se uma maior ativação desta entre os clones Prnp010 que naqueles Prnp+1+. 

Este achado associado ao que mostrou que a subunidade av está mais 

expressa nas células Prnp010 pode explicar o fenômeno observado na 
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colonização pulmonar, uma vez que dados da literatura mostram o 

envolvimento de avJ33 em metástase (TRIKHA et ai. 2002). 

A integrina aubf33, frequentemente chamada de receptor de 

fibrinogênio está presente exclusivamente em megacariócitos e plaquetas, e 

é requerida para a agregação plaquetária através da interação com o sítio 

RGD presente em ligantes como fibrinogênio e fator de von Willebrand A 

integrina avf33 é expressa em plaquetas, células endoteliais proliferantes, 

certas populações de leucócitos, células tumorais, entre outras e liga-se aos 

mesmos ligantes de a11bf33 além de outros, como osteospontina e MMP-2 

(PAMPORI et ai. 1999; SHATTIL 1999; TRIKHA et ai. 2002). 

Foi mostrado que células tumorais podem usar avf33 para se ligar ao 

receptor de plaquetas, aubf33, através da ligação cruzada com proteínas 

plasmáticas circulantes (FELDING-HABERMANN et ai. 1996; PILCH et ai. 

2002). Sabe-se ainda que a proteína vitronectina, ligante de integrina avf33 e 

de PrPc, possui a característica de formar multímeros (PREISSNER 1991 ; 

SCHVARTZ et ai. 1999), o que facilitaria a formação de ligações 

intercelulares mediadas por integrinas, além disso, é amplamente conhecido 

o envolvimento da integrina avf33 em processos metastáticos (FELDING­

HABERMANN et ai. 1996; PILCH et ai. 2002). 

A integrina avf33 pode ainda se ligar a fibronectina e fibrinogênio, 

sendo que este último atua disparando a cascata da coagulação e ativando 

plaquetas. O fibrinogênio e outras proteínas solúveis multivalentes ligantes 

de avf33 suportam a coesão de células tumorais e plaquetas associadas a 

proteínas da MEC durante o fluxo sangüíneo (FELDING-HABERMANN et ai. 



112 

1996). Assim, a integrina seria mais eficiente que PrPc na formação de 

êmbolos, facilitando a metástase, explicando o comportamento mais 

agressivo das células Prnp010
. 

Foi mostrado recentemente que MAPK (Erk1) se associa com a 

integrina avf33 e regula adesão a vitronectina (ROBERTS et ai. 2003). Assim, 

se MAPK está mais ativada em animais deficientes para PrPc é provável que 

isto se reflita numa maior ativação da integrina avf33 nas células Prnp010
, 

levando a uma maior ligação à VN do plasma e também a outros ligantes 

plasmáticos, como o fibrinogênio, novamente favorecendo as interações que 

medeiam a formação de êmbolos e a agregação de plaquetas, explicando a 

capacidade de agregação maior nas células deficientes de PrPc. 

O comportamento de esteróides multicelulares frente a componentes 

da MEC parece corroborar a hipótese acima. Nos experimentos realizados 

com esteróides multicelulares, as células dos clones Prnp010 tenderam a 

permanecer mais tempo sob a forma de esteróide, migrando menos em 

direção às proteínas de matriz extracelular imobilizadas na placa de cultura 

do que as células dos clones Prnp+1+, nas mesmas condições. f\1o!écu!as 

responsáveis por adesão intercelular estariam mais ativadas ou mais 

expressas nas células Prnp010
. 

É possível que a retirada do gene de PrPc ou ainda a diminuição de 

sua expressão desregule outros genes, aumentando a capacidade 

metastática de células tumorais. 

Estudos independentes identificaram um fator responsável por 

motilidade celular, chamado de "scatter factor" (SF), idêntico ao HGF (fator 
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de crescimento de hepatócitos). HGF/SF é capaz de submeter certos tipos 

celulares à morfogênese quando suspensas em uma matriz semi-sólida. 

Assim, outra razão determinante do fenótipo de maior 

agregação/embolização celulares pode estar relacionada à ação de 

HGF/SF("hepatocyte growth factor/scatter factor"). 

C-met, que codifica o receptor de HGF/SF, MET, desencadeia todas 

as respostas conhecidas a HGF/SF. Foi inicialmente identificado como 

oncogene em linhagem de osteosarcoma humano. É um proto-oncogene 

expresso em uma grande variedade de tecidos e tipos celulares, cujas 

maiores concentrações são encontradas em células epiteliais. HGF exibe 

uma grande variedade de atividades biológicas, é mitógeno para diversas 

células epiteliais e endoteliais, desencadeando ainda motilidade e 

morfogênese (GHERARDI et ai. 1993; TAMAGNONE e COMOGLIO 1997). 

Assim, é possível que no modelo de cultura celular de esteróides 

multicelulares a maior tendência entre os clones Prnp010 de permanecer em 

forma de esteróides (maior agregação e menor motilidade) quando 

cultivados sobre cobertura de proteínas da matriz extracelular esteja 

relacionada a diferentes respostas à sinalização desencadeada por HGF/SF. 

Além disso, adesão celular mediada por integrinas pode ativar o receptor 

MET, desencadeando a sinalização para o mecanismo envolvido em 

metástase (GHERARDI et ai. 1993; TAMAGNONE e e COMOGLIO 1997; 

MIRANTI e BRUGGE 2002). O envolvimento de SF/receptor Met não foi alvo 

de estudos no presente trabalho, entretanto, possíveis modificações 
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causadas pela ausência de PrPc neste receptor merecem estudos 

posteriores. 

A integrina avJ33 parece ser um forte candidato para mediar o evento 

observado nos experimentos de colonização pulmonar e de esteróides 

multicelularesl tendo se apresentado mais ativada e sabidamente estando 

envolvida em mecanismos de metástase. Este achado pode ser relevante na 

melhor compreensão dos mecanismos metastáticos. É possível que a 

ausência ou a diminuição na expressão de PrPc leve a um fenômeno 

compensatório, com a conseqüente maior ativação de avJ33, levando a maior 

formação de êmbolos celulares na corrente sangüínea dos animais que 

receberam células Prnp010 e na produção de metástases pulmonares. 

Por outro lado, é possível que avJ33 esteja na via de sinalização de 

PrPc; o que levaria a alterações nesta integrina (expressão e/ou ativação)~ 

em função de variações na expressão de PrPc, que pode atuar, em última 

instância, modulando a atividade de MAPK (Figura 21 ). 

Os resultados obtidos neste trabalho parecem relevantes, uma vez 

que a diminuição da expressão de PrPc poderia estar associada a 

metástase em tumores humanos. Este estudo, portanto, abre novas 

fronteiras para a avaliação de PrPc em doenças não relacionadas a prions. 

Portanto, a importância fisiológica de PrPc ganha maior destaque e os 

mecanismos patológicos associados com perda de função de PrPc passam 

a ser significativos. 

1 
·~:7;· ··~·;:.rr;··;~~;-;?~;-i 

I [~~ : ~ . .. . ···~~ r: .- . . ~ 



receptor de fator 
de crescimento 

Raf 

APK 

A: Prnp+t+ 

receptor de fator 
de crescimento 

Raa 

Raf 

115 

integrina 

? 
4-------' 

8: Prnp010 

Legenda: A: na célula Prnp +I+ a interação da integrina Ov~3 com receptores de fatores de 

crescimento ativa a via de Fyn-quinase e Ras, que tem MAPK como alvo. PrPc foi descrito 

por sinalizar, usando a via de Fyn-quinase e, além disso, sua interação com STI-1 induz a 

atividade de MAPK; 

8: na célula Prnp010
, a ausência de PrPc leva a um aumento na expressão da subunidade 

av; por mecanismos ainda desconhecidos, a atividade de MAPK está aumentada em células 

Prnp010 de origem neuronal, o que pode levar ao aumento da atividade da integrina av~3 que, 

por sua vez, contribui para uma maior atividade de MAPK. 

Figura 21 - Representação esquemática do possível mecanismo de ativação 

da integrina av~3 mediado pela ausência de PrPc. 



11 6 

6 CONCLUSÕES 

1. PrPc não interfere nas fases de iniciação e promoção tumoral no 

modelo estudado; 

2. A ausência de PrPc confere aumento na capacidade de colonização 

pulmonar, sugerindo envolvimento nas interações célula-célula que 

ocorrem ao longo da progressão tumoral 

O aumento da capacidade de colonização pulmonar pela ausência de 

PrPc correlaciona-se com: 

• o aumento da agregação celular no sistema circulatório, 

• a menor desagregação celular em superfícies sólidas, cobertas ou 

não com elementos da matriz extracelular, 

• o estado funcional mais ativado da integrina av!33, sugerindo 

mecanismo compensatório para a ausência de PrPc. É possível 

ainda que a integrina av!33 integre a via de sinalização de PrPc e 

que sua ausência regule esta via. 

No entanto, o aumento da capacidade de colonização pulmonar pela 

ausência de PrPc não exibiu correlação com: 
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• produção/ativação de MMP-2 e MMP-9 (gelatinases A e B) 

induzida pelos oncogenes ras e myc; 

• organização da deposição de LN e FN, sugerindo que as CEM 

Prnp010 e Prnp+l+ reconheçam igualmente a MEC, 

• as moléculas de adesão intercelular ICAM-1 e caderinas; 
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ANEXO 

Em trabalhos anteriores publicados pelo grupo (MARTINS et ai. 1997, 

ZANATA et ai. 2002), foi caracterizada a interação específica entre PrPc e a 

co-chaperonina STI1. 

A seguir, decidiu-se investigar o papel biológico dessa interação em 

modelos de neuritogênese e neuroproteção em neurônios hipocampais. 

Inicialmente, verificou-se elevado acúmulo de ambas as proteínas em 

cortes de hipocampo de embriões de animais selvagens, além de alto nível 

de co-localização no tecido e em cultura de neurônios hipocampais 

dissociados. 

STI1 foi capaz de promover neuritogênese de maneira dependente de 

PrPc, uma vez que neurônios obtidos de animais deficientes para PrPc não 

exibiram crescimento de neuritos. Além disso, anticorpo contra PrPc foi 

capaz de bloquear a neuritogênese induzida por STI1. 

Mostrou-se ainda que a neuritogênese mediada pela interação PrPc­

STI1 ativa a proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK). 

Como havia sido mostrado previamente para neurônios da camada 

pós-mitótica de explantes de retina (CHIARINI et ai. 2002), STI1 exerceu 

papel protetor sobre neurônios hipocampais tipo selvagem - e não sobre os 

deficientes de PrPc, resgatando-os da morte induzida por estaurosporina, 

através da ativação da via de proteína quinase A (PKA) dependente de AMP 

cíclico. 



Minha colaboração se deu nos experimentos de neuritogênese, 

avaliando o efeito dos diferentes tratamentos sobre a capacidade de 

produção de neuritos de neurônios hipocampais Prnp010 e Prnp +I+_ 
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Abstract 

Understanding the physiological function of the cellular prion (PrPc) depends on the 

investigation of PrPc interacting proteins. STil, stress inducible protein 1, is a specific 

PrPc ligand that promotes neuroprotection of retina! neurons through cAMP-dependent 

protein kinase A (PKA). Herein, we examined the signaling pathways and functional 

consequences of the PrPc interaction with STil in hippocampal neurons. Both PrPc and 

STil are abundantly expressed and highly co-localized in the hippocampus in situ, 

indicating that they can interact in vivo. STil elicited neuritogenesis in wild-type 

neurons, but not in PrPc -null cells. This effect was abolished by antibodies against either 

PrPc or STil and was dependent on the STil domain that binds PrPc. These proteins' 

binding induced the phosphorylation/activation of the mitogen-activated protein (MAP) 

kinase, which was essential for STil-promoted neuritogenesis. STil, but not its 

counterpart lacking the PrPc binding site, prevented cell death via PKA activation. These 

results demonstrate that two parallel effects of the PrPc -STil interaction, neuritogenesis 

and neuroprotection, are mediated by distinct signaling pathways. 

Introduction 

Cellular prion protein (PrP} is an ubiquitous, glycosylphosphatidylinositol (GPI)­

anchored protein, the physiological functions of which are still under discussion. Several 

biological roles for PrPc have been proposed, such as protection against oxidative insults, 

neuronal adhesion, cell differentiation and survival (Brown and Sassoon, 2002;Martins et 

aL, 2002a). Components of various signal transduction pathways, including the Src­

related family member p59Fyn' PI3 kinase/ Akt, PKA ( cAMP-dependent protein kinase) 

and mitogen activated protein kinases (MAPK) have been suggested to mediate roles of 

PrPc in neuronal survival and neurite outgrowth (Santuccione et al., 2005;Chiarini et al., 

2002;Chen et al., 2003b ). 

PrPc is constitutively expressed in neurons, and is abundant in regions such as the 

olfactory bulb, hippocampus and synaptic neuropil in close spatio-temporal association 

with synapse formation. The localization of PrPc in elongating axons suggests a role in 
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axon growth (Sales et al., 1998;Sales et ai., 2002). Interestingly, interaction ofPrPc with 

tbe extracellular matrix protein laminin has been shown to promote neuritogenesis and 

maintenance of neurites (Graner et aL, 2000a;Graner et al., 2000b ). 

Furthermore, strong evidence for a neuroprotective PrPc function derived from 

our description of a putative PrPc p66 ligand (Martins et al., 1997), which was later 

identi:fied as the Stress lnducible Protein I, STII (Zanata et al., 2002;Chiarini et al., 

2002). STII was described in Saccharomyces cerevisiae, in which it was shown to 

mediate the heat shock response ofHsp70 genes (Nicolet and Craig, 1989). Murine STI1 

has 97% amino acid identity with its human homologous designated Hop [heat shock 

protein 70 (Hsp70)/heat shock protein 90 (Hsp90)-organizing protein]. STI1, as well as 

Hop, interacts with Hsp70 and Hsp90 at its N- and C-termini (van der et ai., 

2000;Carrigan et al., 2004). This interaction facilitates transfer of substrates from Hsp70 

to Hsp90 and is important for proper protein folding and maturation (Hemandez et al., 

2002). 

Interaction of PrPc with either STil or a peptide mimicking the PrPc-binding 

domain of STII prevented programmed cell death ofundifferentiated post-mitotic retinal 

cells (Chiarini et ai., 2002;Zanata et a/., 2002). Engagement of PrPc increased 

intracellular cAMP, and activated the MAPK pathway in retina! tissue. However, the 

neuroprotective effect required the activity of PKA, rather than MAP kinase (Chiarini et 

al., 2002). 

We have proposed that PrPc is part of a multi-protein complex that modulates 

various cellular functions, depending on both protein combination and cell type (Martins 

et al., 2002). Hence, it is important to dissect the cell signaling and biological 

significance o f the association o f PrPc with each one of its partners and in different cell 

types. We have, therefore, examined the functional responses and signaling pathways 

induced by the interaction of STil with PrPc in hippocampal neurons, particularly the 

roles ofthe cAMP/PKA and MAPK pathways. Our data indicate that PrPc and STII co­

localize in the hippocampus, and that the interaction of STII with PrPc has pronounced 

.effects on both neuritogenesis and survival in hippocampal neurons. The neuritogenesis 

was found to be dependent only on MAPK activity, while cAMP-dependent PKA 

mediates neuroprotection. 
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Materiais and methods 

Material 

Mouse recombinant STII (HiS6-STil) and PrPc (HiS6-PrPc) were purified as 

previously described (Zanata et al., 2002). Peptides corresponding to mouse STII amino 

acid sequences pepSTI1230-245 (aa 230-ELGNDAYKKKDFDKAL-245) and pepSTI1422-

437 (aa 422-QLEPTFIKGYTRKAAA-437) were chemically synthesized by Neosystem. 

Polyclonal antibodies anti-STII (Zanata et al., 2002), and anti-pepSTI1 230_245 raised in 

rabbits were obtained from Bethyl, while anti-PrPc was produced in PrPc-nul1 mice 

(Chiarini et ai., 2002). The monoclonal antibody 6H4 against amino acids 144-152 of 

human PrPc was purchased from Prionics. Chemical inhibitors for different signaling 

proteins were used: MEK inhibitor 1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis (2-aminophenyltio) 

butadiene (U0126 or UO), PKA inhibitor (KT5720 or Kt) and PKC inhibitors 

bisindolylmaleimide (Bim) and Chelerethrin Chloride (Chel). The inhibitors were from 

Calbiochem, except for UO 126, which was from Promega. 

Immunohistochemistry 

Embryonic day (E) 17 mouse embryos were fixed with formalin, and embedded 

in paraffin. Sections (3-4Jlm) were deparaffinized, rehydrated and subjected to epitope 

retrieval by microwave heating in 1 OmM citrate buffer (pH 6.4). Additional treatment 

was made with 50mM glycine, 0.02g/l Triton X-100, 0.5 g/1 nonfat dry milk and 1.5g/l 

non-immune goat serum (Martins et al., 1999). Endogenous peroxidase was blocked with 

0.3g/l hydrogen peroxide. Sections were then incubated overnight at 4°C with the primary 

antibodies, anti-PrPc (1: 1,000) (Chiarini et al., 2002) or anti-STI1 (1 :250) (Zanata et al., 

2002) diluted in PBS plus 0.5g/l nonfat dry milk and 1.5g/l normal goat serum, followed 

by incubation for 60 minutes at 3 7°C with Dako En Vision Labeled Polymer peroxidase. 

Color was developed using DAB (3,3'diaminobenzidine tetrahydrochloride-Sigma) and 

counterstained with haematoxylin. Sections were visualized in an Olympus IMT2-NIC 

mtcroscope. 
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I~noj7uorescence 

Tissue: Brains from El7 wild-type and PrPc-nul1 mtce were removed and 

immediately frozen in liquid nitrogen. Cryostat sections (3Jlm) were fixed in ice-cold 

acetone for 30 rninutes and air-dried. Then, they were re-hydrated and blocked with TBS 

(20mM Tris, 150mM NaCl) containing 0.1% Triton-XIOO, 10% normal goat serum and 

50J1g/ml anti-mouse IgG at room temperature for 1 hour. Brain sections were then 

incubated at room temperature for 16 hours with anti-PrPc mouse serum (1:250) (Chiarini 

etal., 2002) and anti-STII rabbit serum (1:100) (Zanata et aL, 2002) in TBS 0.1% Triton­

Xl 00 with 1% normal goat serum. After washing, anti-mouse Alexa-568 (Molecular 

Probes) 1:3,000 and anti-rabbit FITC (Pharmingen) 1:1,000 were added to the slices and 

incubated in the same buffer for 1 hour at room temperature. 

Cultured cells: Hippocampal neurons ( 1 x 105 cells) were plated on glass coverslips 

coated with poly-L-lysine, washed with PBS and fixed for 20 min. at room temperature 

with 4% p-formaldehyde, 0. 12M sucrose in PBS. For permeabilization, the cells were 

incubated with 0.2% Triton X-100 in PBS for 5 minutes at room temperature. After 

rinsing with PBS, cultured cells were treated for Ih at room temperature with blocking 

solution [5% BSA (Bovine Serum Albumin-Sigma) in PBS]. For PrPc and STII staining, 

cells were incubated at room temperature for Ih with anti-PrPc (I: 1 00) and anti-STII 

(1:100) antibodies (Chiarini et al., 2002) diluted in 1% BSA in PBS. The reaction 

proceeded with incubation with secondary antibodies [anti-rabbit Cy3 1:3,000 

(Amersham) or anti-mouse Alexa-488 (Molecular Probes) 1 :500], followed by 

permeabilization for DAPI staining. After additional washes, the coverslips were 

mounted on slides using Fluoromount (Southern Biotech). Immunolabeled cells were 

imaged with a Bio-Rad Radiance 2100 laser scanning confocal system running the 

software Laser Sharp 3. O, coupled to a Nikon microsocope (TE2000-U). Argon ( 488nm) 

and Green ReNe (543nm) lasers were used to excite the fluorophores. Image processing 

was done with Photoshop (Adobe Systems ). 

lmmunoblotting analysis 

Purified proteins (STI1 and STIIL\230-245) or protein extracts prepared from 

wild-type (Prnp+1+) and PrPc-nul1 mice (Prnp 01
') hippocampal cells (Bueler et al., 1992) 
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in Laemmli buffer were resolved in 10% SDS-PAGE followed by immunoblotting with 

polyclonal antibody anti-STI1 (1:10,000) or anti-pepSTI1230-245 (1:5,000) (Zanata et al., 

2002). Protein loading control was performed with a polyclonal antibody to actin ( 1 :200, 

Sigma). Rabbit non-immune purified IgG was used as immunoblotting negative control. 

Construction of STI1A230-245 

Recombinant PCR technique (Ausubel et al., 1993) was used to delete the PrPc 

binding site of STI1. We amplified cDNA fragments employing pTRC-His A STil 

(Zanata et ai., 2002) with internai primers 5' AAAGAGAAGAAGCATTATGAC 3'and 

S'GTCATAATGCTTCTTCTCTTT 3' and externai primers 5' CCGCTCGAGGAGCAG 

GTGAATGAGCTAAAGGA 3' and 5' CGGGGTACCTCACCGAATTGCGATGAG 

ACCC 3 '. The PCR fragments were cloned between Xhol and Kpnl restriction sites in the 

same vector. Sequencing analysis was done to check for the deletion. The expression and 

purification o f this protein followed the same protocol as previously described (Zanata et 

al., 2002). 

Overlay assay 

The indicated amounts of recombinant Hi%-PrPc and BSA were adsorbed onto 

nitrocellulose membrane. The membrane was incubated with 5% nonfat milk in TBST 

(TBS 0.05% Tween-20) for 1 hour at room temperature and washed, followed by 

incubation with either wild-type Hi%-STII (2~g) or mutant Hi%-STIIL\230-245 (2~g) for 

16 hours at 4°C. After extensive washing with TBST, membranes were incubated with 

polyclonal antibody anti-STI1 (1:10,000) (Zanata et al., 2002) for 2 hours at room 

temperature, followed by a second incubation with peroxidase-coupled anti-rabbit IgG. 

The reaction was developed using enhanced chemiluminescence (ECL-Amersham 

Biosciences). 

Neuritogenesis assays 

Primary hippocampal cultures were obtained from E 17 brains o f either wild-type 

(Prnp+t+ - a strain generated by crossing FI descendants from 129/SV and C57BL/6J 

mating), or PrPc -null mice (Pmp 010
) (Bueler et al., 1992). The hippocampal structure was 
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aseptically dissected in Hank:' s Balanced Salt Solution (HBSS) (Invitrogen) and treated 

with trypsin (0.06%) in HBSS for 20 min at 37°C. The protease was inactivated with 10% 

FCS (fetal calf serum) in Neurobasal medium (Invitrogen) for 5 min. After three washes 

with HBSS, cells were mechanically dissociated in Neurobasal medium containing B-27 

supplement (Invitrogen), Glutamine (2mM) (Invitrogen), penicillin (100 lU) and 

streptomycin (1001J.g/ml) (Invitrogen). The cells (4x104cells) were plated onto coverslips 

(13mm) coated with 51J.g/ml ofpoly-L-lysine (Sigma) and treated with recombinant HiS6-

STI1, Hi%-STilL\230-245; peptides pepSTI123ü-245 and pepSTI1422-437; anti-PrPc (6H4) 

(61J.g/ml) or anti-pepSTI123o-24s (1 :200) for 16 h at 37°C and 5% C02 atmosphere. For 

analysis of signal transduction mechanisms, cells were pre-incubated for Ih with specific 

inhibitors U0126, KT5720, Bim and Chel dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) before 

stimulation of neuritogenesis by STil for 16h. Contrai cultures received the same 

concentration of DMSO (0.005%). The cells were fixed with 4% p-formaldehyde in 

0. 12M sucrose in PBS for 20 min. at room temperature, washed 3 times with PBS and 

stained with haematoxylin. 

Morphometric analyses were done using Image J software (National Institute of 

Health) and Neuron J plug in. The parameters measured were: percentage of cells with 

neurites (cells with neurites of any size I total number of cells), number of neurites/cell 

(total number of neuriteslnumber of cells with neurites), mean length of neuriteslcell 

(total length of neurites/number of cells with neurites) and percentage of cells with 

neurites longer than 121J.m, which represents 3 or more times the average cell body 

(number of cells with neurites longer than 121J.m I total number of cells). Approximately, 

a total of 300 cells per sample were analyzed. Data are presented as mean ± standard 

deviation from at least three independent experiments. 

'MAPK phosphorylation and activity assays 

Phosphorylation assays were done using the PhosphoPlus p44-42 MAP Kinase 

(Thr202/Tyr204) antibody kit (Cell Signaling) according to the manufacturer's 

instructions. Briefly, primary hippocampal cell cultures (106 cells) from either Pmp +I+ or 

Prnp010 were plated on dishes pre-treated with poly-L-lysine, and stimulated with STil 

(4.9x10-7M) for different incubation periods, rinsed once with ice-cold PBS and lysed in 
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Laemmli buffer. For assaying MAPK phosphorylation, cell extracts were subject to SDS­

PAGE:> followed by immunoblotting with anti-phospho-MAPK and anti-total-MAPK 

antibodies (Cell Signaling). The bands obtained after X-ray film exposure to the 

membranes, were analyzed by densitometric scanning and quantified using the Scion 

Image software. Values represent the ratio between phospho-MAPK (p42 + p44) and 

total MAPK (p42 + p44) for each sample. Untreated Pmp +I+ or Pmp010 values were setas 

1.0 and the others are relative to it. The p44/42 MAP Kinase Assay kit (Cell Signaling) 

was used for estimating the activity of MAPK in primary hippocampal cultures treated 

with STII (4.9xl0-7M). Cells were disrupted in lysis buffer, centrifuged for 10 min at 4°C 

and the supernatant was transferred to a fresh tube. Active MAPK was 

immunoprecipitated from 80J.Lg of total protein in each sample using an immobilized 

phospho-p44/42 MAP kinase monoclonal antibody (Cell Signaling). MAPK activity was 

evaluated by incubation with Elk-1 substrate, followed by electrophoresis and 

immunoblotting with anti-phospho Elk-1 (Cell Signaling). 

CeU death assay 

Primary hippocampal cultures (4xl04cells) from wild-type mice were grown onto 

poly-L-lysine coated coverslips, and pre-incubated with HiS6-STil (7xl0-6 M) or control 

buffer (TBS) for 2 h, followed by staurosporine for 16h. Cell cultures treated with 

signaling enzymes inhibitors received KT5720, U0126, Bim or Chel Ih before incubation 

with STil. The cell cultures were fixed with 4% paraformaldehyde plus 0.12M sucrose in 

phosphate buffer saline pH 7.4 for 20 min and stained with propidium iodide (Sigma) in 

PBS-0.1% Triton for 20 min. Cell death induced by staurosporine (Favata et ai., 1998) 

was detected as condensed and pyknotic profiles. At least three independent experiments 

were done and 3 microscopic fields were counted in each group. 

Statistical analysis 

The results represent the mean ± standard deviation of at least three independent 

experiments. Two-way ANOV A with a Tukey HSD post hoc test was used for 

neuritogenesis, cell death assays and experiments with inhibitors. The phospho-MAPK 

statistical analyses were done using single mean Student' s t test. 
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Figure 1: STil and PrPc are expressed in the hippocampus. Histological brain sections 

from wild-type (Prnp +I+, A -D) and PrPc -null (Prnp0
/
0

, F and G) mouse embryos (E17) 

were immunostained for STll (A, C and F) and PrPc (B, D and G) and counterstained 

with haematoxylin~ _Hjgber magnifications of the indicated areas (ano\vs) fi·mn paneJs A 

and B are shown in C and D respectively. Irrelevant antibody controls lack specific 

signa1s (inserts panels A and B)~ Hippocampus is indicated by arrows in panels F and G~ 

Panel E, brain homogenates- from wild-type (Prnp +/+) and PrPc nuH (Prnp010
) nlice were 

1mmunoblotted usingantibodies against STil (66kDa)and actin (45 kDa)~ 
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Figure 2: Colocalization of STil and PrPc in hippocampus. Histological brain sections 

Óf Prnp010 (A-C) and Prnp +!+(D-I) mouse embryos (E17) were immunostained for STI1 

(A, D and G) and PrPc (B, E and H). The hippocampal structure pointed (arrowhead in 

panels D andE) is shown at higher magnification (G and H). Right panels (C, F and I) are 

merged images o f immunostaining for STI1 (green) and PrPc (red). There is an extensive 

colocalization (yellow) o f the two proteins in the developing hippocampus. Pre-immune 

rabbit serum displayed no specific staining (insert panelA). 
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Figure 3: STil and PrPc co localize in cultured hippocampal neurons. Cultured, 

·permeabilized or unpermeabilized hippocampal neurons from Prnp +!+ mice were 

immunostained for PrPc (A andE) and STil (B and F). Cell nuclei were labeled with 

DAPI (panels C and G). Confocal images of permeabilized cells show extensive 

colocalization of both proteins in the cell body, perinuclear region and neurites (D). In 

unpermeabilized cell, colocalization was observed at the surface o f the cell soma (H). 
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STII promotes neuritogenesis 

Based on the STil and PrPc colocalization in hippocampal neurons and in 

previous description o f PrPc -laminin induced neuritogenesis, we investigated whether 

STII may promote neuritogenesis mediated by PrPc. Primary hippocampal cultures from 

Prnp +I+ or Prnp010 mouse embryos (E 17) were treated either with recombinant wild-type 

Hi%-STil or pepSTI1230.245 (STI1 peptide which corresponds to the PrPc binding site). 

Treatments led to a substantial increase in the proportion o f wild-type cells with neurites, 

as assessed either through the counting of processes of ali sizes (Figure 3A) or processes 

longer than l2J..llll (Figure 4B). On the other hand, no differences were seen in the number 

of neurites/cell (Figure 4C) or in the mean length of neurites/cell (Figure 4C). These 

results indicate that STI1 enhanced only the neuritogenic response of hippocampal cells 

(% o f responsive cells) and did not alter the final neurite characteristics ( number or 

length). Conversely, Prnp010 neurons did not extend neurites in response to STil or 

pepSTI123o-245 (Figure 4 A and D). 

To characterize whether neuritogenesis promoted by STil depends on its specific 

interaction with PrPc, we constructed an STI1 deletion mutant lacking residues 230-245 

(Hi%-STI1~30-245), a domain previously characterized as containing the PrPc binding 

site (Zanata et al., 2002). Figure SA shows that Hi%-STI1~230-245 has the expected 

molecular weight and is recognized by the anti-STI1 serum (lane 1), but not by an 

antibody that recognizes the deleted residues (anti-pepSTI123o.245, lane 3). On the other 

hand, wild-type HiS6-STil is recognized by both antibodies (lanes 2 and 4). An overlay 

~ êxperiment was performed to test the binding capacities of the wild-type and mutant 

HiS6-STI1 to PrPc. HiS()-PrPc and BSA were immobilized onto a nitrocellulose membrane, 

incubated with wild-type HiSt;-STI1 (lane 6) or HiSt;-STI1~30-245 (lane 5) and 

immunoreacted with the anti-STI1 antibody. This experiment confirmed that wild-type 

STil binds PrPc (lane 6), while mutant HiSt;-STI1~230-245 does not (lane 5). The graph 

in figure 5B shows that HiSt;-STI1~30-245 was unable to promote neuritogenesis in 

wild-type neurons, thus demonstrating that the PrPc-binding domain on STI1 is necessary 

to induce the neuritogenic response. 

We further tested the effect of blocking PrPc-STI1 interaction in wild-type cells. 
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Hippocampal neurons treated with HiS<>-STI1 in the presence of antibodies against PrPc or 

pepSTI 123o-245, presented no neuritogenic response, when compared to Hi86-S TI 1 treated 

cells ( control). Neither irrelevant control mouse IgG nor pre-immune rabbit serum had 

any effect (Figure SC). Therefore, blocking neuronal PrPc with a specific antibody 

reproduces the results observed in Pmp010 neurons. This indicates that the data obtained 

with PrPc -null neurons were not due to any random events, rather by the absence o f PrPc. 

Taken together, the results demonstrate that specific STI1-PrPc interaction 

promoted neuritogenesis, and that the PrPc binding domain o f S TI 1 is both necessary and 

sufficient for inducing this effect. 

MAP kinase activity is required for neuritogenesis induced by ST/1-PrP: interaction 

We previously showed that engagement ofPrPc with a peptide mimicking the PrPc 

binding site of the STil molecule produced the activation of both cAMP/PKA and 

MAPK pathways (Chiarini et ai., 2002). However, the protection against programmed 

cell death of retinal neurons mediated by engagement of PrPc, required activity of PKA 

rather than MAP kinase. Interestingly, MAPKs have been implicated in neuritogenesis 

stimulated by cell adhesion molecules and neurotrophic factors (Doherty et al., 

2000;Huang and Reichardt, 2001 ). 

To test whether MAPK activation is required for the STI1-PrPc neuritogenic 

response, we cultured hippocampal neurons in the presence ofU0126, a specific inhibitor 

of the MAPK kinases MEK-1 and MEK-2 which blocks ERKl/2 phosphorylation 

(Favata et al., 1998). In addition, we tested a set of signaling transduction molecules 

specific inhibitors. 

The MAPK inhibitor significantly decreased the percentage of cells with neurites 

(Figure 6A) and the percentage of cells with neurites longer than 12~m (Figure 6B), 

while the mean number of neurites/cell (Figure 6C) and the mean neurite length/cell 

(Figure 6C) remained unaltered. Cresyl violet staining indicated no significant cell death 

among cells treated with U0126 (data not shown). Conversely, neither KT5720 (Kt), a 

cell-permeable selective inhibitor of PKA, nor specific PKC inhibitors chelerethrin 

chloride (Chel) and bisindolylmaleimide (Bim) (Audesirk et al., 1997) had any effect 
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upon neuritogenesis induced by HiS6-STil (Figures 6 A and B). Furthermore, these drugs 

did not alter the number of neurites or their length (Figures 6 C and D). 

To verify whether STII-PrPc interaction induces a MAPK cascade in hippocampal 

neurons, immunoblotting assays were done to determine the phosphorylation/activation 

status (Figure 7 A, pMAPK). Immunoblotting against total MAPK (Figure 7 A, MAPK) 

was also done to check for protein loading amounts. The relative leveis of MAPK 

phoshorylation were quantified in Pmp +! + (Figure 7B) and Pmp010 (Figure 7C). Pmp +! + 

neurons treated with HiS6-STil presented a rapid increase in the phosphorylation status of 

both p42 and p44 forms ofMAPK, while no effect was observed in Pmp010 cells. 

The activity of p42/p44 MAPK was determined by assessing its ability to 

phosphorilate a specific recombinant substrate, Elkl, which was then visualized by 

immunoblotting (Figure 7A, pELK-1). HiS6-STil also induced p42/p44 MAPK activation 

in Pmp +I + neurons but not in Pmp010 ones (Figures 7 A). A higher basal phosphorylation 

and activity leveis of MAPK was found in Pmp010 when compared to wild-type cells 

(Figure 7 A}, confrrming our previous data in newborn mo use retina ( Chiarini et a/. , 

2002), as well as those of other authors in adult brain and cerebellum (Brown et al. , 

2002). 

These results show that the neuritogenesis induced by interaction of PrPc and 

STil depends on MAPK, rather than PKA or PKC. 
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Figure 4: STil and its PrPc-binding domain induce PrPc-dependent neuritogenesis. 

A, Cultured hippocampal neurons from Pmp+l+ (grey bars) or Prnp010 (white bars) were 

grown on poly-L-lysine (PL) and incubated with HiS<>-STil at 2xl0-7M (STil 2) or 

3.5xl0-7M (STil 3.5), or with 1.6xl0-5M of STil peptide23o-245 (pepSTil). Neurons were 

ftx~ stained and the neurites were quantified. V alues represent the means o f at least 

three independent experiments, vertical bars represent standard deviation, * p< O. 005 

(Anova and Tukey post hoc test) vs. PL. PanelA represents the percentage of cells with 

neurites o f any size and panel B the percentage of cells with neurites longer than 12 Jlffi. 

Panel C represents the number of neurites/cell and panel D shows the mean length of 

neuritesl cell. 
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Figure 5: STil-induced neuritogenesis depends on Prpc -binding si te and Prpc 

expression. A, Wild-type Hi%-STII (lanes 2 and 4) and His6-STIIL\230-245 (lanes 1 and 

3) were immunoblotted with anti-STII (lanes I and 2) and anti-pepSTh30-245 antibodies 

(lanes 3 and 4). Lanes 5 and 6 show the overlay assay, where BSA (2J.!g) and Hi%-PrPc 

(lJ.t.g) were adsorbed onto a membrane, which was incubated with Hi%-STil (lane 6) or 

Hi%-STilL\230-245 (lane 5) followed by immunoblotting with anti-STil antibody. B, 

The graph shows neuritogenesis o f primary hippocampal neurons from Prnp +I+ embryos 

treated with either Hi%-STil or HiS6-STIIL\23o-245· * statistical significance when 

compared to Hi%-STII treated neurons: p< 0.005 (Anova and Tukey post hoc test). C, 

hippocampal neurons were incubated with 2xl0-7M HiS6-STI1 (contrai) followed by 

treatment with anti-pepSTI1230-245 serum or its pre-immune control. Neurons in the 

presence of Hi%-STil were also treated with anti-PrPc monoclonal antibody (6H4) or 

control mouse IgG. Values represent the mean of at least three independent experiments, 

horizontal bars represent standard deviation. * p< 0.005 (Anova and Tukey post hoc test) 

vs. control. 
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Figure 6: MAPK pathway is required for neuritogenesis induced by STil. 

Prnp+l+ hippocampal neurons were plated on poly-L-lysine, pre-treated for lh with 

inhibitors 2.5x10-5M UO; 5x10-7M Bim; 10-7M Chel or 6x10-8M Kt and incubated with 

STII (3.5xl0-7M) for 16 h. Cells were fixed, stained with haematoxylin and neurites were 

quantified. Values represent the mean and standard deviation (vertical bars) of at least 

three independent experiments. Panel A represents the percentage of cells with neurites o f 

any size and panel B the percentage of cells with neurites longer than 12 J.lffi. Panel C 

represents the number of neurites/cell and panel D shows the mean length of neurites/cell. 

*p< 0.005 (Anova and Tukey post hoc test) vs. control. 
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A, Hippocampal neurons from Prnp +i+ and Pmp010 mice were grown on poly-L-lysine 

and treated with STI1 (4.9x10-7M) for 0.5, 1 or 5 minutes. Cell extracts were subjected to 

SDS-PAGE followed by immunoblotting using anti-phospho-MAPK antibody (pMAPK). 

After stripping, the blots were re-probed with anti-total MAPK (MAPK). MAPK activity 

was measured by phosphor-MAPK immunoprecipitation, incubation with Elk-1 substrate, 

SDS-PAGE and immunoblotting using anti-phospho-Elk-1(pElk-1). B (Pmp+1+) and C 

(Prnp01f), immunoblots performed for MAPK phosphorylation and total MAPK were 

quantified by densitometry. Graphics represent the ratio between phospho-MAPK and 

total MAPK. *,p<0.05 (Single mean Student's ttest, vs. respective untreated cells). 
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STll promotes neuroprotection in hippocampal neurons through cAMP-dependent 

protein kinase A 

We then tested whether STII induces neuroprotective responses in hippocampal 

neurons similar to retinal explants (Chiarini et al., 2002; Zanata et al., 2002). Primary 

hippocampal cultures from mouse embryos (E 17) were treated with staurosporine 

(Streptomyces staurospores), a non-selective protein kinase inhibitor (Ruegg and 

Burgess, 1989), that is often used as a general inducer of apoptosis (Nicotera and 

Orrenius, 1998). 

Hippocampal neurons from Prnp +! + mice were sensitive to cell death induced by 

staurosporine in a dose dependent-manner (Figure 8A). Treatment with HiS6-STI1 

rescued Prnp +!+ neurons, depending on the presence of the PrPc binding site of STI1, 

since the mutated HiS6-STilil23o-245 had no effect on cell survival (Figure 8B). The HiS6-

STil concentration necessary to rescue hippocampal neurons from cell death (7xl 0-6M) 

was similar to that previously described in retinal neurons (Chiarini et ai., 2002; Zanata 

et ai., 2002). 

We have previously found that HiS6-STI1, pepSTI123o-245 and another PrPc­

engaging peptide prevented programmed cell death of undifferentiated post-mitotic 

retinal cells induced by anisomycin, through activation of PKA (Chiarini et al., 

2002;Zanata et al., 2002). To test whether the PKA pathway is also involved in STII­

induced neuroprotection of hippocampal neurons, we tested the effects of specific 

signaling inhibitors. The neuroprotective effect of STII was abrogated by the PKA 

inhibitor (Kt), whereas PKC (Bim or Chel) and MAPK (UO) inhibitors had no effect 

(Figure 8B). These results suggest the involvement ofPKA pathway in neuroprotection 

induced by STII in hippocampal neurons, similar to our previously described results in 

retinal tissue (Chiarini et a/., 2002). 

Therefore, PKA activity is required for neuroprotection stimulated by the 

interaction ofSTil with PrPc, while neither MAPK nor PKC are related to this effect. 
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Figure 8: STil rescues hippocampal neurons from staurosporine-induced apoptosis 

tbrough PKA signaling pathway. A, hippocampal neurons from Pmp +I+ mice were 

plated on poly-L-lysine, either pre-treated or not with STII (7xl0-6M) for Ih, and 

incubated with increasing concentrations of staurosporine (1, 2.5 and 5xl0-8M) for 16h. 

*, p<0.05 vs. staurosporine treatment. B, hippocampal neurons from Pmp+l+ mice were 

plated on poly-L-lysine, either pre-treated or not for Ih with 7xl0~ of Hi%-STII or 

Hi%-STIIA230-245. Cells were then treated with the inhibitors (Inhi), 5xl0-5M UO; 5x10-

7M Bim; 10-7M Chel or 6xl0-8M Kt for Ih. Cell death was induced by treatment with 2.5 

x 1o-8M staurosporine (Stauro) for an additional 16h. The cells were fixed, stained with 

propidium iodide, and the percentage of pyknotic profiles, indicating cell death, was 

estimated. Values represent the mean and standard deviation (vertical bars) o f at least 

three independent experiments. * p< 0.03 (Anova and Tukey post hoc test) vs. control. 
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Figure 9: lnteraction of STil with PrPc induces both neuritogenesis and 

neuroprotection through distinct signaling pathways. The cAMP-PKA dependent 

pathway is implicated in neuroprotection, demonstrated in both retinal (Chiarini et al., 

2002; Zanata et al., 2002) and hippocampal neurons, whereas MAPK signaling is 

involved in neuritogenesis. There are at least three possibilities for the PrPc -STII 

complex formation: proteins can interact in the same (A) or in distinct cells (B) or STII 

can act as a secreted neurotrophic factor (C). 

Discussion 

This investigation showed that: (a) the cellular prion protein (PrPc) and its binding 

partner stress-induced protein 1 (STII) co-localize in hippocampal neurons; (b) 

interaction of STII with PrPc mediated by their cognate binding domains induces both 

neuritogenesis and neuroprotection o f hippocampal neurons in culture; (c) neuritogenesis 

induced by STil is mediated by the MAP kinase pathway, whereas neuroprotection 

induced by the same protein depends on a PKA pathway. These data add to the growing 

body of evidence, that PrPc is involved in neurotrophic signaling within the central 

nervous system, and helps clarify its mechanisms. 
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It is becoming increasingly clear that PrPc has a role in neuronal differentiation. 

Earlier studies from our group showed that PrPc is the main cellular receptor for a peptide 

at the y 1-laminin chain. This specific interaction between laminin and PrPc induced 

neuritogenesis in mouse hippocampal neurons (Graner et a/., 2000a). 

We also showed the participation of PrPc in neurite adhesion and maintenance 

through its interaction with laminin (Graner et a/., 2000b). PrPc has been proposed to be a 

cell surface adhesion protein and its early developmental distribution resembles that of 

adhesion molecules (Endo et al., 1989). Recent studies using a time controlled 

transcardiac perfusion cross-linking procedure showed that proteins involved in cell 

adhesion and neurite outgrowth can be found in the molecular microenvironment o f PrPc 

in the living brain (Schmitt-Ulms et al., 2001 ;Schmitt-Ulms et al., 2004). Furthermore, 

the laminin receptor (LPR/LR), required for cell differentiation and growth, was 

identified as a cell-surface binding partner of PrPc (Gauczynski et al., 2001;Hundt et al., 

2001). PrPc also interacts with glycosaminoglycans expressed on the cell surface (Shyng 

et ai., 1995;Rieger et al., 1997;Pan et al., 2002). This is particularly relevant for brain 

development, because both laminin and glycosaminoglycans are developmentally 

regulated and contribute to axon growth and the formation of fiber tracts (Reichardt and 

Tomaselli, 1991 ). The abundant presence o f PrPc in elongating axons suggests a role for 

the protein in axon growth (Sales et ai., 2002), which is supported by data from Pmp010 

mice, in which the hippocampal mossy fiber projection is disorganized (Colling et al., 

1997). 

PrPc activation by antibody cross-linking induces a signaling pathway that 

involves the tyrosine kinase p59fyn in a cell line capable of neuron-like differentiation 

(Mouillet-Richard et a/., 2000). The p59fyn kinase has also been implicated in 

modulating axonal guidance of olfactory axons, which express high leveis of PrPc 

throughout life and mediate N-CAMs-induced neurite outgrowth (Morse et al., 

1998;Sales et al., 1998;Beggs et al., 1997;Kolkova et al., 2000). Accordingly, recent 

findings show that PrPc interacts directly with neuronal cell adhesion molecule (NCAM), 

leading to stabilization of the latter in lipid rafts where fyn is activated and induces 

NCAM-dependent neuritogenesis (Santuccione et al., 2005). Nevertheless, the PrPc 

binding site at NCAM was not characterized. 
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V arious studies provided evidence that PrPc is implicated in neuroprotection. PrPc 

has been reported to protect human primary neurons against Bax-induced cell death, 

either from its location at the cell surface through an unidentified signaling pathway or 

from the cytosol (Bounhar et al., 2001;Roucou et al., 2003). It was recently reported that 

several signal transduction pathways involved in survival are activated in mouse primary 

cerebellar granule neurons grown in PrP-coated tissue culture plates. In this preparation, 

homophilic PrPc interaction led to activation of PKA, Src-related tyrosine kinases, 

phosphatidylinositol-3-kinase/ Akt, and MAPK/ERK kinases. Among downstream 

targets, increased Bcl-2 leveis and decreased Bax leveis were observed, consistent with 

PrPc triggering survivai signals (Chen et al., 2003). 

Investigation o f PrPc -interacting proteins is an important tool to understand not 

only cellular signaling triggered by, but also the biological function(s) related to PrPc. 

This approach is more likely to reveal physiological functions than antibody-mediated 

cross-linking (Mouillet-Richard et ai., 2000;Hugel et al., 2004;Monnet et ai., 2004). 

Accordingly, we have demonstrated that interaction of PrPc with its ligand STil 

protein activates a PKA-dependent signaling pathway to rescue retinal cells from induced 

apoptosis (Zanata et ai., 2002;Chiarini et al., 2002). Recently, Onodera and colleagues 

showed that PrPc cooperates with STil to regulate SOD activity and consequently 

modulating cell survival (Sakudo et al., 2005). 

The current experiments provided clear evidence that neuritogenesis induced by 

STII depends on the expression ofPrPc, and that MAPK family members are required for 

it. In turn, neuroprotection induced by STil-PrPc interaction in hippocampal neurons, 

similar to our previous studies in retinal cells, is mediated by a PKA signaling pathway. 

It is interesting to notice that the concentration of STil required to promote 

neuroprotection is ten times higher than the one necessary to induce neuritogenesis. This 

can be due to the activation threshold o f the distinct MAPK and PKA signaling pathways 

involved in each phenomenon. 

Therefore, we pro pose a model in which PrPc interacts with S TI 1 and transduces 

both a survival o r protective signal through PKA, and a neuritogenesis/ differentiation 

signal through the MAP kinase pathway in neuronal cells (Figure 9). The PrPc -STil 

complex may be formed by proteins either in the same (Figure 9 A) or in distinct cells 
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(Figure 9 B). In our prevtous study we speculated that STII could act as soluble 

neurotrophic factor (Chiarini et al., 2002) interacting with PrPc. STI1 has indeed been 

found released by certain tumor celllines (Eustace and Jay, 2004), glial cells and in lower 

amounts by neurons in culture ( our unpublished results ). Thus, there is a third possibility 

in which either astrocytes or neurons secrete STil, which then may act as a paracrine or 

autocrine factor in neuronal differentiation (Figure 9 C). 

The significance of the high leveis of STI1 colocalized with PrPc at the 

surface of the cell soma rather than in neurites, is not clear. The lack of detectable 

immunoreactivity to STI1 in neurites may be due either to low amounts ofthe protein at 

the surface, or to a true differential distribution. This, as well as the relationships between 

STII and NCAM (Santuccione et al., 2005), both ofwhich are involved in neuritogenesis 

mediated by PrPc, remain to be addressed. 

The results presented here advance a new biological function for STil, support a 

significant role for PrPc as a response mediator in both neuritogenesis and 

neuroprotection promoted by STI1, and provi de further insight into the molecular basis o f 

STII-induced intracellular signaling. The roles of PrPc in neuronal survival and 

neuritogenesis may be germane to loss-of-function components of the pathogenesis of 

prion diseases. Finally, the characterization of PrPc ligands with neurotrophic activity is 

relevant both for developmental neurobiology as well as for pathology. These molecules 

may represent new targets for therapeutic intervention in neurodegenerative conditions. 
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