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Resumo

A proteina prion celular (PrP®) é uma glicoproteina ligada a membrana plasmatica
por uma ancora de GPI (glicosilfosfatidilinositol). A sua isoforma anormal (PrP*%) é
uma molécula infecciosa envolvida na patogénese das doengas pridbnicas. A
identificacdo de varios ligantes que interagem com PrP° tem auxiliado no
entendimento das funcdes fisioldgicas desta proteina. Um destes ligantes € a STI-1
(stress inducible protein 1), cuja interacdo com PrP° induz a neuroprotecdo e
neuritogénese por distintas vias de sinalizagdo. A STI-1 é uma co-chaperona que
também pode atuar como um fator neurotrofico soltvel. Para melhor compreender as
fungGes fisiologicas de PrP¢ e STI-1, estudamos a interacdo celular e o trafego de
STI-1. Neste trabalho caracterizamos a interacdo da STI-1 recombinante com células
SN56, e mostramos que esta interacdo ocorre através de um sitio de ligacéo
saturavel e especifico. Observamos que a interacdo da STI-1 com as células SN56
leva a internalizacdo de STI-1. Experimentos de dupla marcacao utilizando STI-1
fluorescente e clatrina-GFP mostraram que a principal via de internalizacdo de STI-1
é independente de clatrina. Avaliamos também se a STI-1 era direcionada para
endosomas primarios apos sofrer endocitose. Para isso utilizamos os marcadores de
endosomas primarios Transferrina e Rab5-GFP. Os resultados dos experimentos de
co-localizacao entre STI-1 fluorescente e transferrina Alexa Fluor488 ou Rab5-GFP
sugerem que a STI-1 ndo € direcionada para endosomas primarios ap0s ser
internalizada. A partir deste resultado, avaliamos a presenca de STI-1 em vesiculas
acidicas através de experimentos de dupla marcacao utilizando Lysosensor Green.
Os resultados mostraram alta co-localizacdo entre STI-1 e Lysosensor, sugerindo o
direcionamento de STI-1 para vesiculas acidicas.Para identificarmos a identidade
destas vesiculas utilizamos o mutante constitutivamente ativo Rab7Q67L como
marcador de endosomas tardios/lisosomas. Os experimentos de co-localizacéo
mostraram que a maior parte das vesiculas positivas para STI-1 eram positivas para
Rab7Q67L, sugerindo o direcionamento de STI-1 para endosomas tardios/lisosomas.
Conjuntamente, os resultados deste trabalho fortemente sugerem que a STI-1
interage com um sitio especifico na membrana plasmatica, sendo internalizada
principalmente por uma via independente de clatrina e direcionada para endosomas

tardio/lisosomas sem passar por endosomas primarios.



Abstract

The cellular prion protein (PrP) is a glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored plasma
membrane glycoprotein. The PrP¢ abnormal isoform, PrP*°, is an infectious form involved in
the prion disease pathogenesis. Identification of ligands that interact with PrP® can help in the
understanding the physiological function of this protein. The STI-1 (stress inducible protein 1)
is a specific PrP¢ ligand that promotes neuroprotection and neuritogenesis by distinct
signaling pathways. STI-1 is a co-chaperone that can act as a soluble neurotrophic factor. In
order to understand possible physiological functions of STI-1 and PrP® we investigated the
cellular interactions and intracellular trafficking of STI-1. In this work, we characterized the
interaction of recombinant STI-1 with SN56 cells and showed that this interaction is mediated
by a specific and saturable binding site in SN56 cells. We observed that the interaction
between STI-1 and SN56 cells promotes STI-1 internalization. Double labeling experiments
using fluorescent STI-1 and clathrin-GFP indicated that the major endocytic pathway to the
STI-1 internalization is clathrin independent. Next, our aim was to evaluate wether the STI-1
was targeted to early endosomes after endocytosis. To test this hypothesis, we used two
markers of early endosomes: Transferrin and Rab5-GFP. The experiment of co-localization
between STI-1 and Alexa Fluor 488-Transferrin or Rab5-GFP suggested that STI-1 is not
targeted to early endosomes after endocytosis. As STI-1 was not found in early endosomes,
we decided to evaluate if STI-1 is found in acidic vesicles. To this purpose we used
Lysosensor Green labelling. The result indicated strong co-localization between STI-1 and
Lysosensor, suggesting that STI-1 is target to acidic vesicles. To identify these vesicles, we
used the constitutively active mutant Rab7Q67L, a late endosome/lysosome marker. The co-
localization studies showed that the most STI-1 positive vesicles were positives to
Rab7Q67L-positives suggesting that STI-1 is targeted to late endosomes/lysosomes. Taken
together, our results indicate that STI-1 binds to cells in a saturable and specific way, it is
internalized by a clathrin independent pathway and is targeted to late endosomes/lysosomes

bypassing therefore early endosomes.



1 INTRODUCAO

1.1DOENCAS PRIONICAS

As doencas pribnicas, também conhecidas como encefalopatias espongiformes
transmissiveis (TSE), sdo desordens neurodegenerativas fatais que afetam humanos
e outros animais (Mallucci and Collinge, 2005). Este grupo de doencas inclui o Kuru,
a doenca de Creutzfeldt-Jakob (CJD), a sindrome de Gerstmann-Straussler (GSS) e
a Insonia Familiar Fatal (IFF) em humanos, bem como o Scrapie em ovelhas e
cabras, a Encefalopatia Espongiforme Bovina (BSE) em gado e encefalopatias em
outros animais como gatos e alces (Gajdusek, 1996; Prusiner, 1996). Cada uma
dessas doencas apresenta suas particularidades clinicas, mas de modo geral estas
desordens se caracterizam por deméncia, disfun¢gées motoras como ataxia cerebelar
(Harris, 1999) e um longo periodo de incubacéo, que pode variar de 1,5 a 40 anos
(Will et al, 2004). As caracteristicas neuropatoldgicas incluem neurodegeneracao
espongiforme, perda neuronal, ativacdo glial e acimulo de agregados amildides —
mais proeminentes na GSS e no Kuru (Mabbot and MacPherson, 2006).

Os primeiros casos de CJD foram descritos na década de 20 por Creutzfeldt,
(1920) e Jakob (1921). Em 1950, Carleton Gajdusek e colaboradores descreveram o
kuru em uma tribo da Nova Guiné, observando que a doenca era transmitida entre os
membros do grupo através de rituais canibalistas (Gajdusek and Zigas, 1957). Desde
que Willian Hadlow apontou para as similaridades neuropatolégicas entre o Kuru e o
scrapie, primeira doenca pribnica a ser descrita, 0s pesquisadores passaram a
procurar pelo agente etiolégico destas encefalopatias. Varios dados demonstravam
que a infectividade por scrapie poderia ser reduzida por procedimentos que
hidrolizavam ou modificavam proteinas, mas era resistente a procedimentos que
alteravam acidos nucléicos (revisto por Prusiner, 1998). Estes dados levaram
Prusiner em 1982 a propdr o termo prion, derivado do inglés proteinaceous and
infectious, para denotar particulas infecciosas que eram resistentes aos tratamentos
que modificavam os acidos nucléicos (Prusiner, 1982). Logo depois, a partir da
purificacdo de prions em cérebro de hamster infectado com scrapie, identificou-se
uma proteina com massa molecular de 27 a 30 KDa. Esta proteina foi identificada
apenas nos animais infectados, porém outros estudos demonstraram que 0s niveis

de mRNA da proteina prion eram similares em tecidos infectados e néo infectados



(revisto por Prusiner, 1998), levando aos pesquisadores a propdr a existéncia de
uma proteina prion endogena. Mais tarde o gene para esta proteina foi identificado,
mostrando que a proteina prion scrapie, PrP*¢ , é codificada no genoma do préprio
hospedeiro dando origem a uma isoforma normal denominada proteina prion celular,
PrP°.

De acordo com a hip6tese de prion, PrP*¢ induz alteracdes conformacionais na
proteina prion celular (PrP°®), levando a geracdo de novas moléculas de PrP*° em
uma reagdo autocatalitica (revisto por Harris, 1999). Apesar de ter sido intensamente
criticada quando proposta, existem hoje fortes evidéncias de que esta idéia € correta.
Recentes trabalhos ja demostraram a producéo in vitro de prions infecciosos de
mamiferos, corroborando a hipotese (Legname et al., 2004; Castilla et al., 2005).
Dessa forma as doencas pridnicas representam um novo mecanismo patogénico
baseado na auto-propagacao de altera¢des conformacionais de uma proteina.

Apesar dos mecanismos de propagacdo destas encefalopatias ndo serem
completamente escarecidos, sabe-se que as doencas pribnicas podem ser causadas
por mutacdes no gene da proteina prion humana (PRNP), por infeccédo (através da
inoculagcdo ou ingestdo de PrP*) ou por raros eventos esporadicos que levam a
formacdo de PrP°*° (Wadsworth et al, 2003). Os conhecidos agentes das TSEs, as

doencas que eles causam e as espécies que eles afetam estao listados na Tabela 1.



Tabela 1: Alguns exemplos de Doencgas Pridnicas :

Doenca

Espécie afetada

Rota de transmisséao

Variante de Creutzfeldt-

Ingestéo de carne

contaminada com BSE. Dois

Humanos .
Jakob (vCJD) casos associados com
transfuséo de sangue
Desconhecida. Mutacdes
Creutzfeldt-Jakob somaticas ou converséo
_ Humanos . .
esporadica espontanea de PrP® em
Prp*?
Exposicdo médica acidental a
Creutzfeldt-Jakob P _ ¢ .
) . Humanos tecidos contaminados com
iatrogénica )
CJD ou produtos de tecidos
. Associadas com mutagdes no
Creutzfeldt-Jakob familiar Humanos
gene PRNP
Sindrome de Gerstmann- Associadas com mutagdes no
) _ Humanos
Straussler-Scheinker gene PRNP
a - Associadas com mutagdes no
Ins6nia Familiar Fatal Humanos
gene PRNP
Kuru Humanos Ritual canibalista
Adquirida (pela ingestéo),
) transmissao horizontal,
Scrapie Ovelhas, cabras

transmissao vertical ndo

esclarecida

Encefalopatia Bovina

Espongiforme (BSE)

Gado

Ingestdo de carne
contaminada com BSE ou

farinha feita de ossos

Doenca Crbnica

Cervos, cervo de cauda

Adquirida (pela ingestéo),
transmisséao horizontal,

enfraquecedora branca, alce transmiss&o vertical ndo
esclarecida
Encefalopatia Gatos domésticos e de Ingestdo de alimentos
Espongiforme Felina zooldgicos contaminados com BSE
Encefalopatia transmissivel Marta Adgquirida (ingestéo); fonte

de marta

desconhecida

Adaptada de Mabbott e MacPherson, 2006.




1.2 PROTEINA PRION CELULAR (PrP°)

A proteina prion celular € constitutivamente expressa em varios tecidos, como
linfocitos, células do estroma de Orgaos linféides, e mais pronunciadamente no
cérebro de animais e humanos (revisto por Aguzzi and Polymenidou, 2004). No SNC
de adultos os niveis de mRNA para PrP° sdo altamente regulados durante o
desenvolvimento, e sdo amplamente distribuidos com particular concentracdo em
neurbnios neocorticais e hipocampais, células cerebelares de Purkinje e neurbnios
motores espinhais (revisto por Harris, 1999).

O gene que codifica PrP® (denominado de PRNP em humanos e Prnp em
camundongos) contém 3 exons em camundongos, ratos, ovelhas e cabras e dois
exons em humanos (cromossomo 20), sendo que toda fase de aberta de leitura esta
contida em um Unico exon, de modo que PRNP néo sofre processamento alternativo
(revisto por Prusiner, 1998).

O gene de mamiferos codifica uma proteina de aproximadamente 250
aminoacidos que contém varios dominios distintos, incluindo um peptideo sinal N-
terminal, uma série de octapeptideos repetidos, ricos em prolina e glicina, um
segmento hidrofébico central e uma regido C-terminal que atua como sinal para
adicdo de uma ancora de glicosil-fosfatidilinositol (GPI) (revisto por Harris, 1999). O
precursor de PrP¢ (Fig. 1a) € direcionado ao limem do reticulo endoplasmatico
devido a presenca do peptideo sinal de 22 aminoacidos na regido N-terminal. No
reticulo, ocorre a clivagem deste peptideo sinal e de um outro contendo 23
aminoacidos localizado na extremidade C-terminal, permitindo a adicdo da ancora de
GPI nesta regido. A proteina é entéo direcionada para o Golgi onde sofre glicosilacéo
dos residuos de asparagina 180 e 196, bem como adicdo de &cido siadlico nas
cadeias oligossacaridicas, e formacdo de uma Unica ponte dissulfeto entre os
aminoéacidos 178 e 213, gerando a proteina madura com conformacao adequada que
serd direcionada para membrana plasmatica. A massa molecular de PrP° pode variar
de 18 a 33 Kda de acordo com o seu nivel de glicosilacdo, ou seja, deglicosilada,
mono ou diglicosilada (revisto por Brown, 2001).

Em relacdo a estrutura terciaria, analises de cristalografia de Raio-X e
espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de PrP¢ recombinante ou
derivada do cérebro revelaram uma estrutura tri-dimensional formada por uma regiao

N-terminal desordenada (residuos 23-124) e uma regido C-terminal (residuos 125-



228) composta de 3 a-hélices e duas curtas folhas-p adjacentes a primeira a-hélice
(revisto por Harris and True, 2006). Esta proteina madura localiza-se na superficie
externa da membrana plasmatica (Fig. 1b), em dominios ricos em colesterol e
esfingomielina, conhecidos como lipides rafts (Pinheiro, 2006).

Em relacdo a PrP*°, apesar desta proteina possuir a mesma estrutura primaria de
PrP¢, exceto nos casos de prions derivados de mutacdes, sua estrutura terciaria tem
sido bem mais dificil de ser determinada. J& foi demonstrado que as duas isoformas
sdo muito diferentes em relacdo a estrutura secundaria, com PrP* contendo uma
proporcdo muito maior de folhas-p do que PrP° (45% comparado a 3% em PrP°)
(Prusiner, 1998). Entretando ainda néo foi possivel resolver a estrutura terciaria de
PrP* sobretudo pela alta tendéncia desta proteina de formar agregados grandes e
heterogéneos, que dificultam a a andalise por técnicas de alta resolucao ( Harris and
True, 2006).
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Fig. la: Estrutura priméaria da proteina PrP® de camundongo. A proteina é
ancorada por GPI, apresenta um peptideo sinal para direcionar a entrada no reticulo
endoplasmatico e um sinal para ligacdo de GPI. PrP° pode ser glicosilada tanto na
asparagina 180 como na 196. A proteina possui ainda um segmento bastante
hidrofébico (aas 112-145) e uma ponte dissulfeto. As quatro sequéncias repetitivas
(51-90) podem ligar ions cobre e a maioria dos mamiferos apresenta uma seqiéncia
repetitiva extra incompleta (adaptado de Brown, 2001). 1b: Localizacdo de PrP° na
membrana celular. PrP® é incorporado no lado externo da membrana plasmatica
através de sua ancora de GPI. A proteina madura possui um dominio C-terminal
enovelado em a-hélices e folha-f anti-paralela (representadas em azul e verde
respectivamente) ; o dominio N-terminal € desordenado, compreendendo quase
metade da cadeia polipetidica (representado em vermelho e cinza). As esferas
alaranjadas representam o0s oligossacarideos adicionados nos dois sitios de
asparagina (adaptado de Pinheiro, 2006).



1.3 FUNCOES DA PROTEINA PRION CELULAR

A identificacdo de um estado sub-clinico da infeccéo por prion, no qual os animais
apresentam altos niveis de infectividade sem manifestagdes clinicas tem levados os
pesquisadores a questionarem se a neurodegeneracao vista nestas encefalopatias €
diretamente causada por PrP*¢ . Véarios modelos experimentais parecem desacoplar
a propagacdo de prion da neurotoxicidade; de fato, agentes terapéuticos que
diminuem o acimulo de PrP* prolongam o periodo de incubagdo, mas néo previnem
a neurodegeneragdo e morte (Malluci and Collinge, 2005). Embora ndo se saiba
exatamente qual € a forma neurotéxica de prion, sabe-se que a toxicidade e infeccao
s6 ocorrem na presenca de PrP°. Esse fato sugere que neurodegeneracdo por prion
possa resultar da perda de fungdo da proteina normal, PrP°.

A alta homologia e conservacédo de PrP® entre as espécies sugerem um papel
fisiolégico importante para esta proteina, e apesar da sua funcdo ndo ser
completamente esclarecida alguns aspectos da atividade normal de PrP° ja séo
conhecidos. Ja foi demostrado que PrP° se liga a ions cobre através de quatro
octarepeticdes peptidicas localizadas na regido N-terminal (Brown et al., 1997). Esta
capacidade de ligacdo a ions cobre sugere um papel na homeostasia destes ions e
prevencao a danos oxidativos; de fato, ja foram publicados trabalhos mostrando que
PrP® possui atividade antioxidante e que a auséncia desta proteina torna as células
mais susceptiveis ao stress oxidativo (revisto por Haigh and Brown, 2005).

Mouillet-Richard e colaboradores sugeriram que PrP® possa atuar como uma
proteina sinalizadora. Neste trabalho, os autores mostraram que PrP°¢ ativa a tirosina
cinase Fyn em células 1C11 de murinos, de maneira dependente de caveolina-1
(Mouillet-Richard et al., 2000). Alguns anos depois 0 mesmo grupo mostrou que PrP°¢
atua como um modulador do acoplamento e “cross-talk” do receptor de serotonina
(5-HT) em células serotoninérgicas  1C11°>™"" | sugerindo uma regulacdo da
sinalizacdo de receptores acoplados a proteina G (GPCR) por esta proteina
(Mouillet-Richard et al., 2005).

Chiarini e colaboradores (2002) mostraram que PrP° induz sinais neuroprotetores
em explantes de retina através da ativacéo de vias dependentes de CAMP/PKA, mais
uma vez implicando PrP® como uma proteina sinalizadora. Neste trabalho os autores
mostraram que a neuroprotecdo induzida por PrP° foi mediada por sua interagdo com

um peptideo, denominado como peptideo de ligacdo a PrP°. Este ligante foi



descoberto por Martins e colaboradores em 1997, e foi posteriormente identificado
como uma porcdo da proteina Stress inducible STI-1 (STI-1), uma co-chaperonina
(Zanata et al., 2002). Lopes e colaboradores (2005) mostraram que a interacao de
PrP® com a STI-1 induz neuritogénese e neuroprotecdo através da ativacdo das via
cAMP/PKA e MAPK, respectivamente.

Outro trabalho mostrou que o “cross-linking” de PrP® por anticorpos especificos
causa deslocamento lateral e agregacdo de PrP® com as proteinas reggie-1 e
reggie-2 (ou flotilina-2 e flotilina-1, respectivamente) presentes em rafts. Este evento
resulta no recrutamento de outras proteinas como tirosina cinase Fyn e LcK,
aumento da fosforilacdo de proteinas e polimerizacdo de F-actina. O aumento de
célcio intracelular e ativacdo de proteina cinase MAP também foram observados, e
sugerem que PrP® exerca um papel importante na transducdo de sinal associado a
proteinas reggie (Stuermer et al., 2004).

Recentes trabalhos mostraram que PrP® pode induzir uma potencializagdo na
liberacdo de acetilcolina em preparacdes de diafragma (Re et al.,, 2006) e também
regula positivamente a proliferacdo de precursores neurais durante a neurogénese
em mamiferos adultos e em desenvolvimento (Steele et al., 2006). Este trabalho
sugere um importante papel de PrP°® na neurogénese e diferenciacdo neuronal.

Uma outra abordagem utilizada para estudar a funcao fisioldgica de PrP° foi a
geracdo de camundongos nocautes para esta proteina. De modo geral, o0s
camundongos nocautes para PrP® sdo viaveis e saudaveis, e ndo apresentam
defeitos 6bvios nas func¢des bioquimicas e neurofisioldgicas (Keshet et al., 1999;
Mallucci et al., 2002). Algumas das linhagens geradas, apés algumas semanas de
vida, desenvolveram uma progressiva degeneracdo das células cerebelares de
Purkinje com ataxia na idade mais avagada (Sakaguchi et al., 1996; Rossi et al.,
2001; Moore et al., 1999). Esse fendtipo foi originalmente atribuido a auséncia de
PrP® , entretanto, David Westaway’s mostrou que na verdade a remocédo de gene
Prnp leva a uma expressdo aumentada de um gene “downstream” a Prnp que
codifica uma proteina neurotoxica, a proteina Doppel (Moore et al., 1999). O mais
interessante, porém, é que a neurodegeneracao dependente de Doppel é abolida em
células que expressam PrP°, indicando que estas duas proteinas podem competir
por um comum ligante ou receptor envolvido na transducédo de sinais neuroprotetores

quando ligado a PrP° (revisto por Mallucci and Collinge, 2005).



Desde entdo varios grupos de pesquisa se concentram na identificacdo de
potenciais ligantes de PrP° . Alguns ja foram identificados, como por exemplo a
laminina. Graner e colaboradores (2000) demonstraram que a interagdo entre PrP¢ —
laminina promove neuritogénese em células PC-12 e culturas primérias de neurénios
hipocampais. Hajj e colaboradores (dados ndo publicados) mostraram que PrP°
interage com a vitronectina, uma proteina de matriz extracelular envolvida em
processos de adesdao, induzindo crescimento axonal no ganglio da raiz dorsal de
embribes de camundongo. Um outro importante ligante descoberto € a Stress
Inducible Protein 1 (STI-1), cuja interagdo com PrP° induz a neuritogénese e
neuroprotecdo, novamente sugerindo um importante papel de PrP° na diferenciacdo
neuronal (Lopes et al., 2005). Este ligante sera posteriormente descrito com mais
detalhes.

Vérios estudos deverdo ser desenvolvidos para esclarecer melhor o papel da
proteina prion celular no organismo, mas todas as atividades relacionadas a esta
proteina descritas anteriormente nos leva a pensar na possibilidade de que PrP°
exerca um papel chave nas doencas pribnicas. Portanto o melhor entendimento
destas func¢des é de fundamental importancia para o desenvolvimento de estratégias

terapéuticas.



1.4 INTERNALIZACAO DE PROTEINAS

A endocitose é caracterizada pela internalizacdo de moléculas da superficie da
membrana. Este processo tem um papel essencial no direcionamento de
componentes de membrana, de ligantes associados a receptores e moléculas
sollveis para destinos intracelulares especificos, com o objetivo de manter a
homeostasia celular (Maxfield and McGraw, 2004).

Existem varios mecanismos de endocitose (Fig 2). Dentre eles, o processo mais
bem caracterizado até hoje € o que envolve a internalizacdo de receptores e seus
ligantes por vesiculas cobertas por clatrina (CCV). A unidade funcional destas
vesiculas é o triesqueleto, que é formado por trés cadeias pesadas de clatrina (180
KDa cada cadeia), cada uma delas complexada a uma cadeia leve de 30-35 KDa
(Mellman, 1996).

As proteinas adaptadoras (Aps) se ligam aos triesqueletos e também a motivos
especializados no dominio citoplasmatico de proteinas de membrana, desssa forma
conectando a carga a ser endocitada com a clatrina (revisto por Maxfield and
MacGraw, 2004). Existem varios adaptadores para clatrina e dentre eles os mais
bem caracterizados sdo os complexos AP1 e AP2. Estes complexos sdo formados
por quatro subunidades denominadas adaptinas. AP2 possui as cadeias a, 2, u2 e
o2, e esta relacionado com complexos localizados na membrana plasmatica. AP1
possui as cadeias v, B1, ul e cl, e esta relacionado com proteinas da rede trans-
Golgi (TGN) que deixam o Golgi através de vesiculas cobertas por clatrina (Mellman,
1996).

Além desses complexos existem outros adaptadores que medeiam a endocitose
via clatrina, como por exemplo a Epsina, AP180, B-arrestina e outros (Gonzalez-
Gaitan and Stenmark, 2003). Os fosfolipides também s&o muito importantes na
endocitose via clatrina. Ja foi demonstrado que o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
(Ptdins(4,5)P2) e o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (Ptdins(3,4,5)P3) estdo envolvidos
na endocitose constitutiva e estimulada desta via. Aléem disso, muitas das proteinas
adaptadoras interagem com estes lipides, como a Epsina e Dab2, dessa forma,
cinases lipidicas e fosfatases também tém um importante papel na formacdo de
vesiculas (revisto por Le Roy and Wrana, 2004; revisto por Mousavi et al., 2004).
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Figura 2: Mecanismos de endocitose. Existem varias vias de internalizacéo, a mais
bem caracterizada é a via dependente de clatrina, que leva a formacéo de vesiculas
cobertas através da interacdo de proteinas de membrana com adaptadores. As
ondulagcbes da membrana podem levar a formagcdo de largos compartimentos
endociticos, 0s macropinosomos, em um processo inespecifico de internalizacdo. A
fagocitose ocorre através do englobamento de grandes particulas, sendo mais
comun em células especializadas como os macréfagos. Nestas células também
ocorre a formacdo do STEM (do inglés surface-connected tubules entering
macrophages), que tem um papel na captacdo de grandes particulas de
lipoproteinas. O caveolae consiste em um mecanismo independente de clatrina mas
dependente de lipides rafts e dinamina. Além destes existem vias de endocitose
independentes de clatrina, mas sem um marcador estabelecido (adaptado de
Maxfield and MacGraw, 2005)



De modo geral, os receptores e outras proteinas de membrana que seletivamente
se acumulam nas invaginacdes revestidas possuem motivos protéicos especificos
em seus dominios citoplasmaticos que sdo reconhecidos pela maquinaria de
endocitose via clatrina (revisto por Trowbridge et al, 1993). Dessa forma, através de
interacdes proteina-proteina, esses motivos recrutam os complexos adaptadores,
gue por sua vez recrutam os triesqueletos de clatrina formando as invaginacdes
cobertas. Estas invaginacdes sofrem acdo de uma GTPase (dinamina), que atraves
de sua regulacao dos filamentos de actina promove a fissdo do “pescoco” dessas
invaginacdes levando a liberacdo de vesiculas cobertas por clatrina para o
citoplasma (Damke et al., 1994).

Esta via é conhecida como via classica de endocitose, sendo responsavel
também pela internalizagdo de nutrientes, patdgenos, antigenos e fatores de
crescimento (revisto por Le Roy and Wrana, 2005). Mas vérios trabalhos utilizando o
blogueio genético ou farmacoldgico da formacdo de CCVs mostraram que existem
outras vias de endocitose, denominadas vias independentes de clatrina (revisto por
Melman, 1996; Simons and lkonen, 1997; Nichols et al., 2001; Puri et al., 2001;
Pelkmans et al., 2001) (Fig2). Estas vias sé@o sensiveis a deplecdo de colesterol, o
gue tem levado aos pesquisadores a sugerirem que sejam vias dependentes de
lipides “rafts” (Parton and Richards, 2003).

Propostos hd mais de quinze anos atras, os lipides “rafts” foram originalmente
definidos como sendo fragdes da membrana insoluveis em detergente Triton X-100 a
4 °C (Brown and Rose, 1992; revisto por Simons and lkonen, 1997). Atualmente,
sabe-se que estas estruturas formam microdominios altamentente dinamicos na
membrana plasmatica, e estdo envolvidos no trafego e sinalizacdo de diversas
moléculas (revisto por Simons and Toomre, 2000). Uma das mais importantes
propriedades dos lipides “rafts” € a sua capacidade de excluir e incluir varios tipos de
proteinas. Proteinas com afinidade por estes microdominios incluem as proteinas
ancoradas por GPI (Brown and Rose, 1992), tirosinas cinases duplamente aciladas
como da familia Src e subunidade a das proteinas G heterotriméricas (Resh, 1999),
proteinas palmitoiladas como Hedgehog e outras (revisto por Simons and Toomre,
2000). Tem sido proposto que os lipides “rafts” sejam fundamentais na endocitose
independente de clatrina (revisto por Le Roy and Wrana, 2005).

Dentro das conhecidas rotas endociticas independente de clatrina temos a

fagocitose, a captacdo mediada por caveolae, a macropinocitose e a captacao



constitutiva ndo-clatrina. Especula-se que estes mecanismos néo utilizam interacdes
proteina-proteina para concentrar receptores ou revestir vesiculas; basicamente eles
exploram diferencas na composicdo de lipides e proteinas de membrana (revisto por
Nichols and Lippincott-Schwartz, 2001).

A fagocitose é um processo no qual grandes particulas (> 0.5 um) sao
internalizadas pelas células. A captacao é tipicamente disparada pela ligacdo destas
paticulas a receptores de superficie celular capazes de transduzir um estimulo
fagocitico. = Este estimulo resulta na polimerizacdo localizada de actina e
subsequente extensédo de pseuddépodes que englobam a particula ligada formando
um fagossoma citoplasmatico. Em mamiferos, esta via atua como uma primeira linha
de defesa contra microorganismos, e também no processamento e apresentacao de
antigenos derivados de bactérias para linfocitos T , sendo portanto um importante
componente da resposta imune humoral (Mellman, 1996; Nichols and Lippincott-
Schwartz, 2001).

A macropinocitose envolve a internalizacdo de extensas areas da membrana
plasmatica junto com significantes quantidades de fluidos. Este tipo de captacéo
parece refletir uma captura passiva de fluidos extracelulares, e ocorre quando
ondulagBes da membrana plasmatica (‘ruffling’) se fundem novamente com a mesma
para gerar vesiculas largas (> 1 um ) e irregulares denominadas macropinoSsomos.
Estas ondulagbes da membrana séo formadas por um extensivo rearranjo de actina,
sendo independentes da atividade de dinamina, e sdo enriquecidas de lipides rafts
especificos e fosfoinositideos (Mellman, 1996; Kirkham and Parton, 2005). Além
disso, estes prolongamentos sédo regulados pela GTPase ARF6, que induz uma
producdo localizada de fosfatidilinositol bifosfato (Ptdins(4,5)P,) por ativagdo da
fosfatidilinositol 4-fosfato 5-cinase na membrana plasmatica. Estes mediadores entédo
exercem um papel regulatério na macropinocitose (revisto por Nichols and Lippincott-
Schwartz, 2001). Por ser um processo inespecifico, esta via é utilizada por alguns

virus para entrarem dentro das células (revisto por Pelkmans and Helenius, 2003).



Caveolaes sdo invaginacdes em forma de garrafa na membrana plasmética de
muitos tipos celulares, como adipdcitos, fibroblastos, células do musculo liso e
endoteliais. Bioquimicamente estes dominios sdo caracterizados pelo acumulo da
proteina caveolina, que faz parte de uma familia de proteinas de ligacdo ao
colesterol (Mellman, 1996; Nichols and Lippincott-Schwartz, 2001). A expresséo de
caveolinas em células pode ser correlacionada com o aparecimento de caveolaes, 0
gue mostra a importancia destas proteinas na formacédo e manutencdo dos mesmos
(Fra et al.,, 1995). A endocitose via caveolae compartilha algumas caracteristicas
com a via dependente de clatrina, como o0 processo de fissdo, mas diferente da
associacao dinaminca de clatrina com a membrana plasmatica; os caveolaes formam
associacfes estaveis e de lenta motilidade (Pelkmans and Helenius, 2003; revisto
por Kirkham and Parton, 2005). Estudos da dinamica do sistema caveolar mostraram
gue esta motilidade relativamente baixa dos caveolaes € dependente dos filamentos
de actina, mas existem vesiculas positivas para caveolina de rapido movimento no
citoplasma devido a atuacdo da rede de microtubulos (Le Roy and Wrana, 2005).
Esta via est4 envolvida na entrada de virus ndo envelopados como o virus SV40, e
na endocitose de moléculas como a coélera toxina, o acido folico, o fator de motilidade
autécrino, entre outras (Pelkmans et al., 2001; revisto por Rajendran and Simons,
2005).

Além dos caveolaes existem outros mecanismos “nao-classico

, dependentes de
lipides “rafts” mas que séo independentes de dinamina. Estes mecanismos ainda séo
pouco esclarecidos, mas parece ser uma Vvia constitutiva envolvida no
direcionamento de marcadores de lipides rafts e lipides da membrana plasméatica
para o aparato de Golgi (revisto por Nichols and Lippincott-Schwartz, 2001). Ja foi
demonstrado que proteinas como o receptor  de interleucina-2, a subunidade B da
cOlera toxina e proteinas ancoradas por GPI utilizam esta via endocitica (revisto por
Le Roy and Wrana, 2005).

Recentemente, Glebov e colaboradores (2006) mostraram que a flotilina 1 (um
marcador de lipides “rafts”) esta envolvida em uma via endocitica independente de
clatrina, de caveolae e de dinamina. Neste trabalho os autores mostram, através de
microscopia eletrdnica, que a flotilina 1 estd presente em regides da membrana
plasmatica distintas daquelas contendo invaginacdes cobertas por clatrina. Além

disso, o bloqueio da expressdo de dinamina néo alterou a endocitose de vesiculas



positivas para flotilina. Com base nestes resultados, os autores propdem a existéncia

de uma nova via endocitica dependente de flotilina-1.

1.5 TRAFEGO DE PROTEINAS APOS ENDOCITOSE

Uma vez endocitadas, as moléculas de superficie sdo direcionadas para
organelas especificas. As principais organelas endociticas sdo os endosomas de
distribuicdo, os endosomas de reciclagem, os endosomas tardios e os lisosomas.
Estas estruturas sdo extremamente dindmicas de modo que € praticamente
impossivel identifica-las com base na sua morfologia ou posicdo no citoplasma
(Mellman, 1996). Dessa forma a identificacdo destas estruturas € feita através de
marcadores especificos, que normalmente sdo moléculas envolvidas nas funcdes
desta organelas ou moléculas carreadas por elas.

Um importante grupo de marcadores sdo as proteinas Rab. Estas proteinas sao
GTPases envolvidas na biogénese, fusdo e maturacdo endosomal, e regulam o
transporte vesicular na endocitose e exocitose (Schimmoller et al, 1998). Mais de 60
tipos de Rab ja foram identificados em células humanas (revisto por Pfeffer and
Aivazian, 2004); cada uma delas pode estar associada a membrana de
compartimentos distintos, o que permite a identificacdo destas organelas (Pfeffer,
2001).

Os endosomas primérios (endosomas de distribuicdo e de reciclagem) sdo
responsaveis pela separacao fisica das moléculas e correta distribuicdo das mesmas
para outras organelas. Eles representam um sitio comum a varias vias endociticas,
sendo nestas vias as primeiras organelas a receberem a carga internalizada (revisto
por Mellman, 1996). Os endosomas de distribuicdo (ED) sdo estruturas tubulo-
vesiculares localizadas perificamente, com pH luminal de levemente acidico (~ 6.0)
(Johnson et al., 1993). Como consequéncia de seu baixo pH luminal muitos ligantes
séo liberados de seus receptores nesta organela, e este constitui o primeiro passo do
evento de distribuicdo (Murkerjee et al., 1997). Os receptores e as porcdes da
membrana juntamente com suas proteinas que foram endocitados sdo direcionados
para a regido tubular destes endosomas, enquanto os ligantes permanecem na
regido vesicular (Maxfield and MacGraw, 2004). E importante ressaltar que esta
distribuicdo é feita com base na geometria destas organelas e ndo depende de
interagbes proteina-proteina. Estes endosomas se translocam ao longo dos



microtUbulos e durante este percurso eles direcionam seu contetdo tubular para os
endosomas de reciclagem e seu conteudo vesicular para os endosomas tardios
(Maxfield and McGraw, 2004). O principal marcador destes endosomas € a proteina
Rab5, que juntamente com a proteina EEAL1 (do inglés “early endosomal antigen 1”)
auxiliam na fusdo de vesiculas endociticas priméarias (derivadas de vesiculas
cobertas) com endosomas de distribuicdo pré-existentes. Estas proteinas e seus
efetores (complexo SNARE) também promovem a fusdo homotipica destes
endosomas, e j& foram implicadas na regulacdo da endocitose dependente de
clatrina e de fase fluida ( revisto por Rodman and Wandinger-Ness, 2000; Galperin
and Sorkin, 2003; Maxfiel and MacGraw, 2004). Rab4 € um outro marcador que
controla o fluxo de proteinas que saem destes endosomas diretamente para a
membrana plasmatica. Esta Rab também regula a reciclagem de moléculas
originadas dos endosomas de reciclagem (revisto por Rodman and Wandinger-Ness,
2000).

Os endosomas de reciclagem (ER) séo constituidos por varias organelas
tubulares de aproximadamente 60 nm de diametro que estdo associadas com
microtUbulos (Maxfiel and MacGraw, 2004). A distribuicdo destes compartimentos
varia de acordo o tipo celular, mas ja foi demonstrado que parte destas estruturas
estdo proximas a membrana plasmatica, e parte € translocada ao longo dos
microtubulos para regibes perinucleares (revisto por Mellman, 1996). Estes
endosomas podem direcionar as moléculas recebidas para varios destinos
diferentes, mas a maior partes delas retorna para a membrana plasmatica. Um
importante destino € o direcionamento de algumas proteinas como o TGN38 para a
rede trans-Golgi (Maxfiel and MacGraw, 2004). Os ERs também paticipam da
reciclagem de lipides de volta a membrana plasmatica, auxiliando assim na
manutencdo da mesma. O principal marcador desta populacdo de endosomas €
proteina Rabll. Esta proteina se acumula nos ERs e parece ter um papel na
homeostase dos mesmos, além de controlar a saida de vesiculas para a membrana
plasmatica e também o trafego de vesiculas originadas no Golgi com passagem por
estes endosomas (revisto por Somsel Rodman and Wandinger-Ness, 2000).

Apesar dos endosomas primarios serem considerados como uma estacao inicial
de distribuicdo de proteinas endocitadas, Lakadamyali e colaboradores (2006)
mostraram recentemente a existéncia de estruturas que precendem a formacéo

destes endosomas, denominadas pré-endosomas primarios. Neste trabalho os
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autores mostraram que algumas proteinas destinadas a degradacdo sao
direcionadas para endosomas primarios mais dinamicos e de mais rapida maturacao;
enquanto as proteinas destinadas a reciclagem sao direcionadas principalmente para
endosomas primarios mais estaticos e de maturagdo mais lenta. Diante deste
resultado, novos estudos deverdo ser realizados para melhor caracterizar estas
organelas da via endocitica

Os endosomas tardios (ET) sdo mais comumente formados a partir do
amadurecimento dos endosomas de distribuicdo. Este amadurecimento €
caracterizado pela diminuicdo do pH luminal e o bloqueio da fusdo dos EDs com
vesiculas recém endocitadas (Maxfiel and MacGraw, 2004). Dessa forma, os ETs
sdo normalmente formados 4-30 minutos apos a captacédo endocitica em células de
mamiferos (Piper and Luzio, 2001). Vistos através de microscopia eletrénica, os ETs
sdo mais esféricos que os EDs e se localizam na regido perinuclear, sendo
concentrados proximos ao centro de organizac¢do dos microtabulos (Piper and Luzio,
2001). Além disso, eles sao diferenciados dos endosomas primarios por seu pH
luminal mais baixo, pela diferente constituicdo protéica e associacdo com outras
proteinas Rab (revisto por Rodman and Wandinger-Ness, 2000). Estas organelas
recebem proteinas da TGN, que normalmente sdo enzimas constituintes do
compartimento lisosomal. Como os ETs sofrem fusdo heterotipica com lisosomos,
eles entregam eficien temente estas enzimas e também a carga destinada a
degradacéao para estas organelas (Luzio et al., 2000;.Mullins and Bonifacino, 2001).

Uma caracteristica importante dos endosomas tardios € a presenca de
membranas internas. Por esta razéo, estas organelas também sao referidas como
corpos multivesiculares (MVBs). E sugerido que o acimulo de membranas intenas
se inicia nos endosomas primarios, e continua ao longo do processo de maturacéo (
Piper and Luzio, 2001). Como descrito anteriormente, a maior parte dos ETs ou
MVBs se fundem com lisosomas pré-existentes para degradar seus conteudos.
Porém os MVBs podem se fundir com a membrana plasmaética, liberando vesiculas
para o meio extracelular. Estas vesiculas foram denominadas como exosomos, e sua
secrecdo foi observada inicialmente em reticulécitos, células apresentadoras de
antigenos, células do epitélio intestinal e tumorais (Fevrier and Raposo, 2004; Thery
et al., 2002). Fauré e colaboradores (2006) mostraram que exosomos sao liberados
por neurbnios e células gliais, propondo que estas estruturas possam exercer um

papel regulatério nas sinapses e atuar na comunicac¢ao celular.



Um interessante trabalho mostrou que células gliais sdo capazes de secretar PrP°
e PrP* em associacdo com exosomos, € que 0s exosomos contendo PrP*® sio
infecciosos (Frevier et al., 2004). Rajendran e colaboradores (2006) mostraram que
0s MVBs secretam peptideos AP via exosomos, e que proteinas exosomais
acumularam-se em placas no cérebro de pacientes com Alzheimer. Portanto, estas
estruturas podem estar envolvidas na formacdo da placa amildide e
consequentemente na propagacao desta patogenia no SNC.

Em relacdo aos marcadores dos ETs, algumas proteinas Rab como a Rab9 e
Rab7 sdo extremamente importantes para estas organelas, porém elas também sao
comuns a outas estruturas. A Rab9 esta presente nos endosomas tardios e também
na TGN, sendo responsavel pelo transporte de vesiculas dos ETs para o Golgi (
Bucci et al., 2000). A Rab7 controla a agregacdo e fusdo de endosomas tardios e
lisosomas, sendo essencial para manutencdo e biogénese do compartimento
lisosomal (Bucci et al, 2000). Além destas, outras proteinas como Igp e lamps, séo
marcadores comuns a ETs e lisosomas; sendo somente o receptor de manose-6-
fosfato (MPR) independente de cation presente apenas nos endosomas tardios
(revisto por Mellman, 1996). Dessa forma, os lisosomas podem ser distinguidos pela
auséncia de MPR independente de cation e por sua mais alta densidade em
gradiente de percol. Eles constituem o sitio final de acumulacdo de moléculas
internalizadas destinadas a degradacdo, e possuem varias enzimas, sobretudo
hidrolases acidas, que requerem um baixo pH luminal (revisto por Mellman, 1996).

Além destas, outras organelas foram identificadas recentemente, juntamente com
as novas vias endociticas as quais estdo relacionadas (Pelkmans et al., 2001;
Nichols, 2002; Glebov et al., 2006; Lakadamyali et al., 2006). Portanto, apesar de
algumas organelas classicas serem comuns a diferentes vias, o destino final das
moléculas internalizadas dependera da via endocitica utilizada pelas mesmas.

De modo geral as proteinas internalizadas via clatrina, como transferrina e seu
receptor, sdo primeiramente direcionadas para endosomas de distribuicdo. Proteinas
de membrana e 0s receptores presentes nestas organelas sdo direcionados para
membrana plasmatica de forma direta ou passando primeiro pelos endosomas de
reciclagem. Os ligantes do conteudo vesicular sdo direcionados para endosomas
tardios e dai para o Golgi ou para lisosomas onde serdo degradados ( Maxfield and
McGraw, 2004) (Fig. 3).



J& as proteinas ou lipides internalizados por vias independentes de clatrina, mas
dependentes de lipides “rafts”, podem ser direcionados para organelas comuns da
via classica, como endosomas primarios ou de reciclagem, e/ou para organelas
especificas (Pol et al., 2000; Pelkmans et al., 2004) (Fig. 4).

No caso de moléculas internalizadas via caveolae, algumas delas como o virus
SV40, podem ser entregues para caveossomos, e entao direcionadas para o reticulo
endoplasmatico (revisto por Rajendran and Simons, 2005). Outras, como a CTxB,
sdo endocitadas por estruturas positivas para caveolinal e direcionadas para o
complexo de Golgi (Nichols, 2002). E outras, como o TGFBR, vao para as organelas
da via classica a partir dos caveolaes. Nas vias dependentes de rafts mas
independentes de dinamina, proteinas como as proteinas ancoradas por GPI, podem
ser entregues para os GEECs (compartimentos endosomais primarios enriquecidos
com proteinas ancoradas por GPI) e entdo direcionadas para os endosomas de
reciclagem e consequentemente para a membrana plasmatica. Esta via acumula
também marcadores da fase fluida como o Dextran e o receptor de folato (revisto por
Rajendran and Simons, 2005).
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Figura 3: Endocitose pela via classica. Proteinas como receptor de transferrina,
receptor de lipoproteina de baixa densidade e o receptor de manose-6-fosfato ao
serem ativados por seus ligantes, sdo concentrados em vesiculas cobertas por
clatrina e inicialmente entregues para endosomas de distribuicdo. As proteinas de
membrana sdo entdo direcionadas para os endosomas de reciclagem (ERC) ou
voltam diretamente para a membrana. A partir dos endosomas de distribuicdo, os
ligantes sdo direcionados para endosomas tardios, enquanto dos ERCs
essencialmente todos os receptores voltam para a membrana plasmatica. A partir
dos endosomas tardios e dos ERCs algumas moléculas podem ser conduzidas para
a rede trans Golgi (TGN), como furina e TGN38 respectivamente. Outras moléculas
sdo direcionadas aos lisosomas para serem degradadas. Os valores de t, sao
aproximados e dependentes do tipo celular (adaptado de Maxfield and MacGraw,
2004).
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Figura 4: Vias de endocitose independentes de clatrina. Moléculas de superficie
como Simian virus 40 (SV40), subunidade B da célera toxina (CTxB), proteina verde
fluorescente ancorada por GPI (GPI-GFP), proteinas ancoradas por GPI (GPI-Aps),
TGFBR ( transforming growth factor 3 receptor), receptor-3 de interleucina-2 (IL2BR)
e o receptor do fator de motilidade autécrina (AMFR) sao internalizadas através de
vias endociticas dependentes de caveolaes e/ou lipides rafts. Os alvos intracelulares
destas moléculas estdo indicados pelas setas. Os pontos de interrogacdo foram
utilizados para os casos em que 0 compartimento intracelular alvo n&o foi
completamente caracterizado. GEEC = compartimento endosomal primario
enriquecidos com proteinas ancoradas por GPIl; MHCI = complexo de
histocompatibilidade maior calsse |; P = fosfato (adaptado de Le Roy and Wrana,
2005).



Na fagocitose, o contetdo da maior parte dos fagosomos se funde com
endosomos e/ou lisosomos. E na macropinocitose, o contetdo dos macropinosomos
sdo entregues para lisosomos ou séo reciclados (revisto por Mellman, 1996).

Todos estes exemplos ilustram a complexidade das vias endociticas, que ainda
estdo longe de serem completamente entendidas. Mas tendo em vista a relevancia
fiosiologica e patoldgica da endocitose, grandes esfor¢cos estdo sendo aplicados para
o melhor entendimento deste processo. A endocitose reflete o comportamento
celular frente ao meio externo, e a compreensao deste processo implica em uma

melhor compreensé&o da comunicagéo celular.

1.6 INTERNALIZACAO E TRAFEGO DE PrP° E PrP**

O mecanismo pelo qual PrP® é endocitado pela célula ainda é alvo de debate.
Sabe-se que PrP° cicla constitutivamente entre compartimentos intracelulares e a
membrana plasmatica, porém o papel biolégico de sua internalizagcdo €
desconhecido (Campana et al., 2005).

Proteinas ancoradas por GPI, como PrP® , se associam com lipides rafts,
residindo nestes dominios ha membrana plasmatica ( Mayor and Riezman, 2004).
Ja foi demonstrado que estas proteinas podem ser endocitadas via clatrina se elas
forem capazes de se ligar a receptores transmembrana que possuem 0S motivos
protéicos necessario para recrutamento desta maquinaria (Nykjaer et al., 1992;
Conese et al., 1995; Czekay et al., 2001). Um exemplo classico é a interacao entre o
receptor de urocinase (UPAR, que é ancorado por GPI), e a proteina relacionada ao
receptor da lipoproteina de baixa densidade (que € uma proteina transmembrana
gue interage com adaptadores), que induz a endocitose via clatrina (Nykjaer et al.,
1994). Além desta possibilidade, ja foi demonstrado que proteinas ancoradas por
GPI podem ser internalizadas por vias independentes de clatrina (Mayor and
Riezman, 2004). Também foi proposta uma via especifica para estas proteinas
(Sabharanjak et al., 2002).

No caso de PrP® , Sunyach e colaboradores (2003) mostraram que a
internalizacao desta proteina ndo é determinada pela presenca da ancora de GPI. De
acordo com este trabalho, PrP°® deixa os dominios “rafts” e é deslocado para regides



da membrana sem “rafts”, sendo endocitada por vesiculas cobertas de maneira
dependente da regido N-terminal. Taylor e colaboradores (2005) confirmaram estes
resultados, mostrando que ions cobre se ligam aos octapeptideos repetidos de PrP°,
promovendo sua dissociacdo dos lipides rafts, ao mesmo tempo que a regido
polibasica N-terminal se associa com um adaptador transmembrana promovendo
sua endocitose pela via dependente de clatrina. Outros experimentos utilizando
PrP°*~GFP mostraram que esta proteina é internalizada por uma via dependente de
dinamina, sendo direcionada para endosomas primarios Rab5 positivos (Magalhdes
et al., 2002). Conjuntamente, estes resultados sugerem que PrP°® ¢ internalizado pela
via classica (Fig 5).

Magalhdes, na sua tese de Doutorado (2005) mostrou que a co-transfeccdo de
células SN56 com PrP°~GFP e um mutante dominante negativo de dinamina altera a
distribuicdo de PrP°~GFP e prejudica a internalizacdo desta proteina induzida por
cobre. Ja a co-transfeccdo com AP180-C (um inibidor especifico da endocitose
mediada por clatrina), ndo altera a distribuicdo de PrP°-~GFP, e diminui apenas
parcialmente sua endocitose induzida por cobre. Estes resultados sugerem que
outras vias independentes de clatrina estdo envolvidas na internalizacdo de PrP°®,
possivelmente alguma outra via dependente de dinamina, como os caveolaes.

Foi demonstrado que PrP® é encontrado em dominios do tipo caveolaes em
células N2a, embora a expressédo de caveolina nestas células seja controversa. Em
células CHO (do inglés Chinese hamster ovary cells) que expressam caveolina,
também foi demonstrado que PrP° é internalizado através de uma via endocitica
dependente de caveolae, e se colocaliza com marcadores de endosomas tardios e
lisosomas (Peters et al., 2003) (Fig. 5).

Apesar destes dados sugerirem 0s caveolaes como uma via constitutiva para a
endocitose de PrP® , eles sdo questionaveis. JA foi demonstrado que proteinas
ancoradas por GPI, que ndo sdo constitutivamente encontradas em caveolaes,
podem ser deslocadas para estes dominios na presenca de fixadores ( Mayor and
Riezman, 2004). Além disso, tendo em vista que 0s caveolaes ndo Sao expressos
em neurbnios em mamiferos adultos, esta pode ser uma via irrelevante para o
trafego de prions nestas células (Morris et al., 2006). Portanto, novos estudos
deverdo ser desenvolvidos para validar a utilizacdo desta via por PrP®, e avaliar sua

relevancia fisiolégica sobretudo em células gliais, que expressam estes dominios.
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Figura 5: Endocitose e localizag&o subcelular de PrP®. E proposto que PrP° siga
a mesma via biossintética que as outras proteinas ancoradas por GPI, sendo
direcionada do ER (reticulo endoplasmatico) para o Golgi e deste para membrana
plasmatica. Da membrana, PrP° pode ser constitutivamente internalizado através de
vias dependentes e independentes de clatrina. Em neurénios, ja foi demonstrado a
presenca de PrP® em endosomas positivos para Rab5 e Golgi, e a presenca de PrP*°
em endosomas tardios/lisosomas. A conversdo de PrP* em PrP° parece ser
influenciada pelas GTPases Rab6a, envolvida no transporte retrogrado para o ER, e
Rab4, envolvida na reciclagem de PrP°® para a membrana, representadas no
esquema acima (adaptado de Prado et al., 2004).



Em relacdo a PrP*, estudos em células de neuroblastoma infectados com scrapie
mostraram que esta proteina é encontrada na superficie celular ou em endosomas,
podendo ser sequestrada por lisosomas (Caughey and Raymond, 1991; Caughey et
al., 1991; McKinley et al., 1991; Borchelt et al., 1992). Outros estudos mostraram que
PrP* ¢é localizada em estruturas do tipo caveolae, em endosomas tardios e
lisosomas, no reticulo endoplasmatico e no nucleo (Caughey et al., 1991; Harris,
1999; revisto por Pimpinelli et al., 2005).

Um trabalho recente utilizando PrP*® marcado com corante fluorescente mostrou
gue os agregados infecciosos foram internalizados por células SN56 e neurénios em
cultura primaria. Estes agregados internalizados foram direcionados para endosomas
tardios e lisosomas, sendo transportados ao longo dos neuritos. A auséncia de PrP*°
em endosomas primarios associada a alta colocalizagdo com marcadores de
endocitose de fase fluida, sugeriram que a internalizacdo desta proteina infecciosa
ocorra por um mecanismo inespecifico como a macropinocitose (Magalhaes et al.,
2005).

Pimpinelli e colaboradores (2005) também mostraram que PrP*° segue uma rota
endocitica diferente de PrP¢ . Neste trabalho os autores mostraram que em células
neuronais GT1-7 PrP*® é encontardo em vesiculas positivas para Flotilina 1, e ndo
passa por endosomas primarios. Algumas destas vesiculas também foram positivas
para o marcador de endosomas tardios/lisosomas LAMP-1, sugerindo que estes
compartimentos estejam diretamente envolvidos com o trafego de PrP*°.

Vérias especulacdes tém sido feitas a respeito dos locais envolvidos na
conversdo de PrP® a PrP* . A caracterizacdo da exata localizagdo intracelular de
PrP*¢, PrP® bem como de seus ligantes, é importante para a identificacdo de

compartimentos intracelulares e moléculas envolvidos na formacéao de prion.



1.7 STI-1 (STRESS INDUCIBLE PROTEIN 1)

A STI-1 € uma co-chaperona homdloga a proteina organizadora da HSP70 e
HSP90 -(Hop)- em humanos, envolvida no enovelamento de proteinas recém
formadas.

As chaperonas sdo proteinas que atuam no enovelamento e estabilizacdo de
polipeptideos recém sintetizados. Além disso, elas também atuam no direcionamento
de proteinas mal enoveladas para degradacdo (McClellan et al., 2005). A principal
familia de chaperonas moleculares séo as proteinas de choque térmico (Hsps) que
sédo classificadas de acordo com sua massa molecular em kDa. A proteina de
choque térmico de 70 KDa (HSP70) reconhece curtas extensdes de polipeptideos
hidrofébicos que estdo em uma conformacao linear, auxiliando-os a adotar e manter
conformacdes nativas (Young et al.,, 2004). Ela também atua durante alguns
processos celulares nos quais as proteinas estdo parcialmente enoveladas, como
transporte através da membrana, e protege as células do stress por previnir a
agregacao de proteinas (Song and Masison, 2005). Desde leveduras a mamiferos, a
proteina de choque térmico de 90 KDa (HSP90) atua no enovelamento de diversos
grupos de proteinas como fatores de transcri¢do, cinases regulatorias entre outras.

A atividade do complexo HSP70-HSP90 € modulada por um grande numero de
outras proteinas, que interagem diretamente e especificamente com uma ou com as
duas chaperonas (Young et al.,, 2004). Dentre estes co-fatores, chamados co-
chaperonas, esta a Hsp40, que interage com as proteinas ‘clientes’ direcionando-as
para HSP70. Em seguida, a STI-1 ou Hop se liga simultaneamente a HSP70 e
HPS90 aproximando estas duas chaperonas para que o substrato seja transferido e
0 enovelamento completado (revisto por Song and Masison, 2005).

Hsp70 e HSP90 interagem respectivamente nas regides N-terminal e C-terminal
de STI-1, através de motivos especificos de tetratricopeptideos repetidos (TPR) (Fig.
6a). Estes motivos TPRs sdo dominios formados por sequéncias repetidas de 34
aminoacidos degenerados, presentes em um grande numero de proteina (Young et
al., 2004). Proteinas que contém motivos TPR participam do controle do ciclo
celular, transcricdo, auxiliam na conformacdo protéica, transporte e translocacéao,
transducdo de sinal, metabolismo de glicose, liberacdo de neurotransmissor e
“splicing’”de RNA (Blatch et al., 1999; Das et al.,, 1998). Estudos de modelagem e
cristalografia revelaram que a STI-1 humana contém 9 motivos TPR arranjados em



trés dominios, os quais foram denominados TPR1, TPR2A e TPR2B, sendo que
cada um compreende trés motivos TPR (Schfler et al., 2000; van der et al., 2000)

Além destes dominios a STI-1/Hop contém regides menores onde sao
encontrados conservados residuos de aspartato e prolina adjacentes a TPR1
(designado DP1) e a TPR2B (designado DP2) (Fig. 6a). Estes dominios estdo
envolvidos na regulacdo da atividade de HSP70 e HSP90 e na ativacdo de
receptores esterodides (Young et al., 2004).

O genoma humano contém uma coépia do gene que codifica STI-1 no
cromossomo 11g13.1 e este contém 14 exons (Fig 6b). JA& no genoma murino este
gene esta localizado no cromossoma 19, também contendo 14 exons. O transcrito de
STI-1 humano, assim como o murino, contém aproximadamente 2,079 pares de
bases que codificam uma sequéncia de 543 aminoacidos resultando em uma
proteina de peso molecular de 66 KDa (Fig 6b).

A importancia das chaperonas e co-chaperonas na promoc¢ao e manutencédo da
conformacao nativa de proteinas celulares é ressaltada pelas consequéncias toxicas
das proteinas mal enoveladas, que tendem a agregar. Em varias desordens
neurodegenarativas como a doenga de Parkinson e de Huntington, o acumulo de
agregados protéicos estdo associados com morte neuronal em regides especificas
do cérebro, que resulta em sintomas neurolégicos irreversiveis. Como as chaperonas
e co-chaperonas sdo defesas naturais do organismo contra esta toxicidade, um
entendimento mais completo da atuacdo das mesmas, tanto individualmente quanto
como parte de um sistema integrado, € essencial para a compreensdo destas

desordens (Young, et al., 2004).
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Figura 6a: Dominios estruturais da STI-1. A STI-1 possui dominios de ligacdo as
chaperonas HSP70 e HSP90, formados por tetratricopeptideos repetidos (TPR), e
dominios de ativacao a receptor esteréide, ricos em aspartato e prolina (DP). Estédo
representados as substituicbes em aminoacidos que prejudicam a capacidade de
STI-1 regular HSP70 (acima) e HSp90 (abaixo da representacdo dos dominios)
(adaptado de Song and Masison, 2005). Figura 6b: Estrutura génica da Hop
humana. O gene da Hop esta localizado no cromossomo 11g13.1 e é flanqueado
por outros genes como LRP16 e URP2. Este gene contém 14 exons (1-14 barras
verticais), separados por introns (barras horizontais). O fragmento de c-DNA (2097
pb) codifica para uma proteina de 543 aminoacidos (aa) (Adaptado de Lopes, 2004).



1.8 STI-1 COMO LIGANTE DE PrpP°

Como citado anteriormente, o estudo dos ligantes de PrP® é importante para o
entendimento de suas fungdes fisiolégicas. Em 1997, Martins e colaboradores
propuseram um receptor para PrP° com base na teoria de hidropaticidade
complementar. Esta teoria propbe que peptideos codificados por fitas
complementares do DNA séo capazes de interagir entre si. Este grupo sintetizou um
peptideo que era complementar a regido no DNA que codifica para os residuos 114-
129 da proteina prion de humanos. Esta regido foi escolhida como molde porque o
peptideo codificado por ela era capaz de reproduzir os efeitos patologicos da
proteina prion intacta. O peptideo complementar foi utilizado para imunizar
camundongos e os resultados do “immuno-blotting” mostraram que os anticorpos
resultantes foram capazes de reconhecer uma proteina de 66 KDa em extratos de
membrana de cérebro de camundongos. Este peptideo foi capaz de se ligar a PrP°¢
in vitro e bloquear os efeitos neurotdéxicos mediados pelo peptideo 106-126 da
proteina prion de humanos (considerado como peptideo neurotdéxico por dados
anteriores) (Martins et al., 1997).

Chiarini e colaboradores (2002) analisaram o efeito da interacdo entre PrP° e seu
peptideo complementar sobre a apoptose em explantes de retina. Os autores
mostraram que esta interacdo previne a morte celular induzida por anisomicina
nestes explantes, e que estes sinais neuroprotetores ocorrem por ativacao de vias
dependentes de cAMP/PKA. Nesse mesmo ano, este grupo de pesquisa mostrou
que o peptideo de ligagdo a PrP° descrito em 1997 corresponde a proteina STI-1,
utilizando eletroforese em gel bidimensional e espectrometria de massas. Neste
trabalho eles sugeriram que PrP° e STI-1 interagem fortemente in vivo, e mostraram
gue esta interagao induz sinais neuroprotetores em retina (Zanata et al., 2002).

Na busca pela relevancia fisiologica desta interacdo foi publicado um trabalho em
2005 mostrando que a interacdo de PrP® e STI-1 promove neuritogénese e
neuroprotecdo em culturas de hipocampo, por distintas vias de sinalizacdo. A
neuritogenese induzida por esta interagcdo € mediada pela via das MAP cinases
enquanto a neuroprotecao foi mediada pela via da Proteina Cinase A (PKA) (Lopes
at al., 2005). Outros grupos também mostraram que a STI-1 estd envolvida na
ativacdo da Superdxido dismutase dependente de PrP° , e consequentemente na
modulacdo da sobrevivéncia neuronal (Sakudo et al., 2005). Juntos, estes dados



fortemente sugerem um importante papel de PrP® na sobrevivéncia e diferenciagdo
neuronal.

Os mecanismos envolvidos na neurogénese e neuroprotecdo induzidos pela
interacdo PrP°- STI-1 ndo estdo completamente esclarecidos. Os experimentos que
mostraram estas atividades foram realizados utilizando uma STI-1 recombinante, o
gue mimetizaria uma STI-1 secretada. Porém, sabe-se que a STI-1 € encontrada
principalmente no citoplasma, com apenas 6% de sua fracdo total presente na
membrana plasmatica (Martins et al., 1997). Por sua vez, PrP° é uma proteina de
membrana s6é sendo encontrada no citoplasma em casos patoldgicos ou na presenca
de um inibidor de proteasoma (revisto por Zanata et al., 2002), o que levanta a
questéo de onde realmente ocorre a interagdo PrP¢ - STI-1.

Ja foi demonstrado que a STI-1 é liberada por algumas linhagens de células
tumorais (Eustace and Jay, 2004), por células gliais e em menor quantidade por
neurdnios em cultura (Lima et al., dados ndo publicados). Portanto, é possivel que
astrocitos ou neurbnios secretem STI-1, e que esta possa atuar como um fator
paracrino ou autdcrino na diferenciacdo e sobrevivéncia neuronal através de sua
interacdo com PrP° na membrana celular ou em alguma organela intracelular
comum. O estudo da interacdo de STI-1 secretada com células neuronais e seu
trafego intracelular pode esclarecer esta hipotese e auxiliar no entendimento dos

mecanismos envolvidos.



1.9 FATORES NEUROTROFICOS

Descobertos na década de 50, os fatores neurotroficos sdo importantes
reguladores da sobrevivéncia, desenvolvimento, funcdo e plasticidade neuronal
(revisto por Huang and Reichardt, 2001). Os fatores neurotréficos incluem proteinas
de vérias familias como fator § de crescimento transformante (TGF-fB), fator de
crescimento do tipo insulina (IGF), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de
crescimento de fibroblasto (FGF), interleucina-6, fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF), proteina morfogenética déssea (BMP), fatores neurotroficos
derivados da glia, neurotrofinas e outros (Lessmann et al, 2003). Entre estes fatores,
a familia das neurotrifinas tem consideravel importancia devido a sua ampla
expressdo no sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP), e devido a sua
atuacao na sobrevivéncia neuronal, no processo de crescimento e na regulagédo da
plasticidade sinaptica (revisto por Huang and Reichardt, 2001).

O fator de crescimento nervoso (NGF) foi a primeira neurotrofina descoberta
(Cohen and Levi-Montalcini, 1956). Duas décadas apos a sua indentificacao, Barde e
colaboradores (1982) isolaram um outro fator de sobrevivéncia neuronal em cérebro
de porcos, que foi denominado fator neurotrofico derivado de cérebro (BDF). Desde
entdo, quatro novas neurotrofinas ja foram identificadas: neurotrofina 3 (NT-3),
neurotrofina 4/5 (NT-4/5), neurorofina seis (NT-6) e sete (NT-7) (revisto por
Lessmann et al., 2003).

Cada uma destas neurotrofinas possui funcdes distintas e sdo essenciais para o
desenvolvimento neuronal. O NGF, por exemplo, promove a diferenciacao in vitro e
in vivo de precursores simpatoadrenais em neurdnios simpaticos (Anderson, 1993).
Além disso, o NGF também atua na manuten¢do da viabilidade e diferenciacdo de
neurdnios sensoriais (Levi-Montalcini, 1987). O BDNF, a NT-3 e NT-4 atuam na
diferenciacdo de precursores de neurdnios hipocampais (Vicario-Abejon, et al.,
1995). Também foi demonstrado que as duas primeiras neurotrofinas atuam na
regulacdao do desenvolvimento de sinapses formadas entre fibras aferentes e
neurdnios motores em roedores (Seebach et al., 1999).

As funcdes citadas acima, assim como as atuagbes de outros fatores
neurotréficos sdo mediadas pela interagcdo com receptores especificos. No caso das

neurotrofinas, seus efeitos sdo mediados pela interagcdo com dois diferentes grupos



de receptores: receptores de cinases relacionados a tropomiosina (Trk) e receptores
de neurotrofina (p75"'" ; Arévalo and Wu, 2006).

As vias de sinalizacao ativadas pelas neurotrofinas através dos receptores Trk
induzem diferentes respostas, tais como sobrevivéncia celular, diferenciacéo,
formacdo de sinapse, plasticidade e crescimento axonal (Arévalo and Wu, 2006).
Entre as vias de sinalizacdo mediadas por estes receptores estdo as vias Shc-Ras-
MAPK e Rap-MAPK, implicadas na sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal
(Barnabé-Heider and Miller, 2003), PI3K-Akt, envolvida na sobrevivéncia neuronal
(Atwal et al., 2000; Barnabé-Heider and Miller, 2003) e PLCy-proteina cinase C
(PKC), implicada na potencializagao da sensibilidade termal em neurdnios sensoriais
(Chuang et al, 2001).

Em relacdo aos receptores p75"' "

, a ativacdo dos mesmos por neurotrofinas
induz sobrevivéncia, aumento do crescimento de neuritos e da proliferacdo celular,
diferenciacao neuronal e mielinizacéo (Du et al., 2005).

Todas estas atividades sdo dependentes do nivel de expresséo das neurotrofinas
bem como de seus receptores. De modo geral, essa expressao € regulada ao longo
do desenvolvimento, ocorrendo em regides distintas (Lessmann et al., 2003). Varias
neurotrofinas sao expressas no neocortex e hipocampo durante o desenvolvimento,
e sua expressao continua em animais adultos, sugerindo importantes funcdes destas
proteinas além do periodo inicial de desenvolvimento (revisto por Huang and
Reichardt, 2001).

Os fatores neurotréficos sao entdo produzidos por células especificas em regides
distintas do SNC e em periodos determinados do desenvolvimento, podendo ou ndo
continuar a serem produzidos ao longo da vida adulta (revisto por Lessmann et al.,
2003). Entre as conhecidas fontes de secrecdo destes fatores estdo os 6rgdos
simpaticos e sensoriais no SNP, que secreteam NGF, (revisto por Korsching, 1993),
macréfagos, que liberam citocinas induzindo a producdo de NGF por células de
Schwann, neurdnios e células gliais (revisto por Huang and Reichardt, 2001).

Tradicionalmente considerados como células suporte, 0s astrocitos sé&o
abundantes no SNC de adultos, atuando também como sensores e reguladores do
microambiente local (Nedergaard et al., 2003). Ja foi demonstrado que astrdcitos
derivados de cérebro de camundongos neonatos induzem o aumento da
neurogénese em precursores neuronais em cultura (Lim and Alvarez-Buylla, 1999),

sugerindo um importante papel destas células no desenvolvimento neuronal. Outros



trabalhos mostraram que os astrécitos secretam moléculas associadas a membrana,
incluindo citocinas, fatores de crescimento e neurotransmissores, em resposta a
estimulos fisiolégicos e patologicos (Ridet et al., 1997; Lafon-Cazal, et al., 2003).

Dentre os fatores neurotroficos, os astrocitos sdo conhecidos por secretar NGF
(Holgatte et al., 1989), as interleucinas IL-1p e IL-6, proteina 6 de ligacao ao fator de
crescimento do tipo insulina (IGFBP6) e decorina (Barkho et al., 2006), entre outros.
Lima e colaboradores (dados néo publicados) mostraram que a STI-1 € secretada
por cultura de astrocitos atravé de duas vias sendo uma utilizando exosomos
(Arantes et al., dados ndo publicados), sugerindo que esta proteina atue como um
fator neurotrofico. Apesar desta proteina ser uma co-chaperona, cujas funcdes sédo
exercidas intracelularmente, varios trabalhos recentes mostram que as chaperonas
podem ser secretadas (Guzhova et al., 2001) e que algumas delas atuam como
fatores neurotroéficos (Robinson et al., 2005). Um interessante trabalho mostrou que a
Hop (proteina humana homodloga a STI-1) é secretada por células de fibrosarcoma
HT-1080, juntamente com a chaperona Hsp90a (Eustace e Jay, 2004).

A atuacdo de chaperonas como fatores neurotréficos € uma importante
descoberta, tendo em vista que a expressdao de algumas destas proteinas €
aumentada em condi¢des de injaria, como o “stress” metabdlico (Kiang and Tsokos,
1998). Guzhova e colaboradores (2001) mostraram que a Hsp70 é liberada por
modelo de células gliais, sendo essa liberagdo aumentada apdés o choque térmico.
Este trabalho também mostrou que o modelo neuronal alvo (células de
neuroblastoma) foram mais resistentes a apoptose induzida por choque térmico e
estaurosporina, na presenca da Hsp70 secretada, sugerindo assim uma funcéo
neuroprotetora para esta chaperona. Recentemente, Robinson e colaboradores
(2005) mostraram que a Hsp70 exdgena ou superexpressa pela medula espinhal
promove a sobrevivéncia de motoneurbnios in vivo durante o periodo natural de
morte celular programada em embrides de galinha, novamente apontando uma
chaperona como fator neurotrofico.

Se a STI-1 realmente atua como um fator neurotrofico in vivo, e quais 0s
mecanismos envolvidos neste processo sdo questdes que deverdo ser esclarecidas.

Um interessante trabalho mostrou que os niveis de expressdo de PrP°¢ se
correlacionam com a diferenciagdo neuronal de precursores neurais multipotentes in
vitro . E também que PrP° aumenta significativamente a proliferacéo celular in vivo

nas regides do giro dentado e da zona subventricular (Steele, et al., 2006). O padréo



de expressdo neuronal de PrP° durante o desenvolvimento fortemente sugere que
esta proteina tem um papel continuo e ativo na neurogénese ao longo da vida. Estes
resultados somados aqueles que mostram que a STI-1 é secretada por astrocitos
(Lima et al., dados néo publicados) e que a interacdo desta proteina com PrP¢ induz
neuritogénese em cultura de hipocampo, reforcam a hipétese de que estas duas
proteinas atuem na regulacéo do desenvolvimento neuronal.

Estudos sobre a secrecao de STI-1, sua interacdo e trafego em células alvo bem
como as vias de sinalizacéo e ligantes ativados sado de fundamental impotancia para

0 esclarecimento desta hipotese.
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2 OBJETIVOS

Avaliar a interacdo, a endocitose e o trafego intracelular de STI-1 em células
SN56.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

=
1

Avaliar a especificidade de interacdo de STI-1 com células SN56.

2- Avaliar a cinética de internalizacdo de STI-1 em células SN56.

w
1

Determinar a(s) via(s) de endocitose utilizada(s) por STI-1.

»

Determinar a localizagé@o subcelular de STI-1 apos endocitose.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CONSTRUCOES

A His6-STI foi produzida no Instituto Ludwig de Pesquisa para o Cancer por
Marilene H. Lopes e Vilma R. Martins. O vetor de expresséo utilizado foi o pTrc-A His
(Invitrogen). A proteina recombinante foi purificada em coluna de Ni-NTA-agarose,
coletada em tampao TBS 1X (50 mM de Tris pH 7,5; 150 mM de NaCl) e guardada a
-20 °C.

As demais construcdes usadas no projeto nos foram gentilmente cedidas por
outros grupos. A cadeia leve da clatrina em fusdo a GFP (green fluorescente protein)
foi fornecida pelo Dr. James Keen (Thomas Jefferson University). Rab5-GFP foi
cedida pelo Professor Marc G. Caron (Departament of Cell Biology, Duke University
and Howard Hughes Medical Institute), e a construcdo Rab7Q67L-GFP foi cedida
pelo Dr. Stephen S. G. Ferguson (J. P. Robarts Research Institute and Departament

of Physiology, University of Western Ontario).

3.2 CULTURA DE CELULAS

Células SN56 foram gentilmente cedidas pelo Prof. Bruce Wainer, Department
of Pathology, Emory University School of Medicine, Atlanta, GA. Estas células foram
mantidas em DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Gibco Life Tecnologies)
suplementdo com 10% de soro fetal bovino (Gibco Life Tecnologies) e 2 mM de
glutamina (meio completo), em garrafas de cultura de 50 ml em estufa a 37°C com
atmosfera de 95% de ar e 5% de CO,. As células foram diferenciadas neste mesmo
meio, porém desprovido de soro fetal bovino (meio de diferenciacéo) e suplementado
com 1 mM de dibutiril cAMP (Sigma) por dois dias. O meio das células foi trocado a

cada dois dias, exceto durante a diferenciacdo, quando era trocado a cada 24 horas.



3.3 TRANSFECCAO

Quarenta e oito horas antes da transfeccdo as células SN56 foram
plaqueadas, numa densidade de 7x10* células por laminula de 22x22 mm, e
mantidas em meio completo.

A transfeccdo foi realizada utilizando Effectene (Quiagen), seguindo-se as
instrucdes do fabricante. As células foram transfectadas com 1 ug de DNA e 10 ul de
efectene e incubadas por seis horas a 37°C em meio completo. Apds as seis horas
de incubacéo, lavou-se as células 2X com meio de diferenciacdo e acrescentou-se 1
mM de dibutiril cCAMP. As células transfectadas foram diferenciadas por dois dias e

entdo visualizadas por microscopia confocal.

3.4 PREPARO DA STI-1

Como citado anteriormente a STI-1 recombinante produzida no Instituto
Ludwig de Pesquisa nos foi fornecida em TBS 1X. Para que esta proteina pudesse
ser eficientemente marcada foi necessario trocar este tampéo, uma vez que tampdes
contendo aminas primarias livres interferem na reacdo de complexacdo com o
corante fluorescente. Esta troca foi feita aplicando-se 1.0 ml da STI-1 em uma coluna
contendo uma resina de exclusdo por tamanho, Bio-Rad BioGel P-30, e eluindo-se
com tampéao PBS 1X (58 mM de Na;HPO,4, 17 mM de NaH,PO, e 68 mM de NaCl).
Foram coletadas cerca de 15 fracbes de 500 ul, sendo as duas primeiras
descartadas (referentes ao tampéo TBS). As demais fracdes foram mantidas no gelo
e a concentracdo de STI-1 presente em cada uma delas foi determinada em
duplicata pelo método de Bradford, utilizando uma curva padréo de albumina bovina
e 3,0 ul de cada amostra. Juntou-se aquelas fragbes com maior concentracao de

STI-1 e em seguida marcou-se com o corante fluorescente.



3.5 MARCACAO DE STI-1 COM ALEXA FLUOR 488 E 568

Incubou-se 1 mg de STI-1 recombinante com o corante fluorescente (Alexa
Flaor 488 ou Alexa Fluor 568 — Molecular Probes) por 1 hora a temperatura ambiente
e posteriormente a 4°C “over night” sob agitacdo constante. Apds a reacdo de
conjugacao, a mistura foi purificada através da resina de exclusao por tamanho Bio-
Rad BioGel P-30 com o0 objetivo de separar a proteina conjugada do corante livre. A
proteina conjugada purificada foi guardada a 4°C.

Os experimentos realizados para confirmar a marcacédo de STI-1 e avaliar a
funcionalidade da proteina conjugada foram feitos no Instituto Ludwig de Pesquisa
para o Cancer. Nestes experimentos, a marcacdo da STI-1 com Alexa Fluor 488 e
568 foi confirmada através de Western Blotting. O produto purificado da reacdo de
marcacgdo foi submetido & SDS PAGE e transferéncia e entdo incubado com
anticorpo especifico para STI-1 (produzido no préprio Instituto). As bandas
fluorescentes referentes a STI-1 marcada foram fotografadas em uma camara de
CCD (Anexo).

A funcionalidade foi avaliada através da ativacdo da Proteina Cinase A (PKA)
pela STI-1 conjugada, comparada com a ativacdo obtida com a proteina nédo

conjugada (Anexo).

3.6 ENSAIO DE INTERACAO DA STI-1 COM CELULAS SN56

As células SN56 foram plaqueadas numa densidade de 5x10* células por
laminula de 22x22 mm e diferenciadas por dois dias com 1 mM de dibutiril CAMP.
Apés a diferenciacdo estas células foram incubadas com 1uM de STI-1 marcada
com corante fluorescente Alexa Fluor (STI-1 AF568 ou AF488) durante 10, 20 ou 40
minutos a 37°C em estufa com atmosfera de CO,. ApdOs o periodo de incubacao, as
células foram lavadas 2x com meio DMEM sem soro e sem antibidtico (meio
incompleto), perfundidas com este mesmo meio e analisadas por microscopia
confocal.

Outro experimento de interacdo da STI-1 com células SN56 também foi
realizado incubando-se as células SN56, plaqueadas e diferenciadas como citado

anteriormente, com 1uM de STI-1 AF568 durante 40 minutos a 4°C. ApoOs a



incubacdo estas células foram lavadas 2x com meio incompleto mantido a 4°C e
analisadas por microscopia confocal.
A avaliacdo da autofluorescéncia das células SN56 foi realizada através da

incubac&o das mesmas apenas com o meio incompleto, por 40 minutos a 37°C.

3.7 ENSAIO DE COMPETICAO

As células SN56 plaqueadas e diferenciadas como citado anteriormente foram
incubadas com 10 uM de STI-1 em meio incompleto durante 1 hora a 4°C. Apos esta
incubacdo adicionou-se as mesmas placas 1 uM de STI-1 AF568, também diluida
em meio incompleto, e incubou-se a 37°C em estufa com atmosfera de CO, durante
30 minutos. As células foram lavadas com 0 mesmo meio e analisadas no
microscopio confocal. Como controle deste ensaio, realizamos 0 mesmo experimento
porém pré-incubando as células SN56 com 10 uM de Albumina bovina (Sigma)
durante 1 hora a 4°C, e em seguida com 1 uM de STI-1 AF568 por 30 minutos a
37°C.

3.8 MARCACAO DE ORGANELAS EM CELULAS SN56 COM
TRANSFERRINA E LYSOSENSOR

Para a marcacdo de endosomas, as células SN56 foram diferenciadas por
dois dias na auséncia de soro e incubadas com 40 ug/ml de transferrina-alexa flaor
488 (Molecular Probes) em meio incompleto durante 20 minutos a 37°C. As células
SN56 foram incubadas simultaneamente com 1uM de STI-1 AF568. Apds 20 minutos
de incubacgdo, as células foram lavadas 3x com PBS 1X e fixadas em
paraformaldeido (3% p/v em tampao fosfato) por 20 minutos a temperatura ambiente
e posteriormente mantidas em PBS 1X para visualizagcdo no microscopio confocal. O
mesmo experimento foi realizado porém incubando as células por 40 minutos com os
marcadores citados.

A marcacdo de organelas acidicas foi feita incubando as células SN56 por 1

hora a 37°C com 1 uM de Lysosensor Green DND-189 (Molecular Probes) e 1uM de



STI-1 AF568 em meio incompleto. Apés a incubacgdo, as células foram lavadas com
este meio e visualizadas por microscopia confocal.
Os comprimentos de onda de absorcdo e emissdo dos marcadores

fluorescentes utilizados neste trabalho estdo listados na tabela 2.

Tabela 2: Comprimento de onda de absor¢cdo e emissdo dos marcadores

fluorescentes utilizados:

Marcador fluorescente Absorcao (nm) Emisséo (nm)
Alexa-568 578 603
Alexa-488 495 519
EGFP 484 510
Green DND-189 443 505

3.9 ANALISE DE INTERACAO ENTRE STI-1 AF568 E CLATRINA, RAB7 E
RAB5-GFP

ApoOs 48 horas de transfeccéo com as construcdes rab5 ou rab7Q67L-GFP, as
células SN56 foram incubadas com a STI-1 AF568 por 20 ou 40 minutos em meio
incompleto & 37°C. Terminada a incubagédo, as células foram lavadas 2X com este
meio e analisadas por microscopia confocal.

Apoés 48 horas de transfeccdo com a construcdo clatrina-GFP, as células
SN56 foram incubadas com a STI-1 AF568 por 10, 20 ou 40 minutos em meio
incompleto & 37°C. Apds a incubacdo, as células foram lavadas 2X com este mesmo

meio e analisadas no microscopio confocal.

3.10 AQUISICAO DE IMAGENS

Os experimentos foram realizados a tempertura ambiente (20-25°C).

Laminulas de 22x22 mm eram transferidas para camara de perfusdo onde um banho



de 400 pl é formado. As imagens foram adquiridas em microscopio de fluorescéncia
confocal, Bio-Rad MRC 1024, utilizando o Software LASERSHARP 3.0 acoplado a
um microscoépio Zeiss (Axiovert 100), com objetivas de imersdo em agua (40X) e
O0leo (100X) e (63X). Para excitar as preparacbes foram utilizados laser UV de
argonio (488 nm) ou laser de argénio/kriptonio (através das linhas de 488 nm ou 568
nm), e a luz emitida foi selecionada com os filtros 522/35 para GFP, HQ598/40 para
Alexa 568. As imagens obtidas foram posteriormente processadas e analisadas

utilizando os programas Confocal Assistant, Adobe Photoshop e Metamorph.

3.11 ANALISE DE CO-LOCALIZAGCAO

A quantificacdo da co-localizacdo entre os marcadores utilizados e a STI-1
fluorescente foi feita com o auxilio do programa Metamorph. O limiar de
fluorescéncia foi definido e a quantidade de estruturas fluorescentes, vermelho para
STI-1 e verde para os demais marcadores, foi automaticamente e
independentemente detectada pelo programa. Posteriormente, as imagem dos
marcadores em verde e vermelho foram sobrepostas, e a quantidade de pixels onde

houve co-localizag&o foi calculada.
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4 RESULTADOS

4.1 INTERACAO DE STI-1 COM CELULAS SN56

A STI-1 € uma co-chaperonina que auxilia no enovelamento de proteinas
através da sua interacdo com as chaperonas Hsp90 e Hsp70 (SONG et al., 2005).
Além dessa funcéo, alguns autores tém especulado que a STI-1 também possa atuar
como um fator neurotréfico soluvel (CHIARINI et al, 2002), sendo liberada por células
gliais e atuando em uma populagao distinta de neurdnios (Lima et al.; Arantes et al.,
dados ndo publicados). Tendo em vista que os efeitos mediados pelos fatores
neurotréficos ocorrem através de sua interacdo com receptores presentes nas
células alvo (Arévalo and Wu, 2006), decidimos analisar a interacdo da STI-1 com
células neuronais. Para isto, utilizamos a STI-1 recombinante marcada com o0s
corantes fluorecentes Alexa Fluor 488 (STI-1 AF488) ou Alexa Fuor 568 (STI-1
AF568).

O grupo de pesquisa da Dra. Vilma R. Martins no Instituto Ludwig de Pesquisa
para o Cancer realizou alguns experimentos preliminares mostrando que a STI-1
recombinante foi eficientemente marcada com os corantes fluorescentes (Anexo). A
funcionalidade da proteina conjugada foi avaliada através da sua capacidade de
ativacado da proteina cinase A (PKA), que € uma atividade induzida por STI-1 durante
a o processo de neuroprotecdo mediado por esta proteina (Lopes, et al., 2005). Os
resultados deste experimento mostraram que a STI-1 conjugada ativa PKA na
mesma propor¢cao que a proteina ndo marcada, sendo portanto, funcional (Anexo).

As células SN56, utilizadas neste trabalho como modelo celular neuronal,
foram incubadas com a STI-1 recombinante fluorescente. A incubacéo foi realizada a
37 °C (temperatura fisiol6gica) durante trés tempos diferentes: 10, 20 e 40 minutos.
ApoOs a incubacdo as células foram analisadas por microscopia confocal, de modo
gue cada imagem obtida corresponde a uma fatia 6tica que melhor representa a

regido da membrana plasmatica. Os resultados estdo mostrados na figura 7.



Figura 7: Interacdo da STI-1 fluorecente com células SN56. Estas células foram
incubadas com 1uM de STI-1 AF488 durante 10, 20 ou 40 minutos a 37°C. Nos 10
primeiros minutos de incubacdo nota-se que a STI-1 AF488 comeca a interagir com
as células SN56. Apdés 20 minutos, a proteina foi endocitada por estas células
localizando-se proximo as regides da membrana plasmética. Apés 40 minutos de
incubacdo, a STI-1 AF568 foi completamente internalizada sendo distribuida por todo
0 citoplasma. Estes resultados correspondem a imagens representativas de trés

experimentos independentes.



No caso da STI-1 apés 10 minutos de incubacdo nota-se que esta proteina
comeca a interagir com as ceélulas SN56, localizando-se proximo a regido da
membrana plasmatica (Fig. 7). Quando a incubacao ocorre por 20 minutos, a STI-1
AF488 é completamente internalizada pelas células SN56 mas ainda permanece nas
regibes mais proximas da membrana plasmética. Apés 40 minutos de incubacao,
nota-se que a STI-1 AF488 encontra-se distribuida por todo o citoplasma (Fig. 7). E
possivel que nos primeiros minutos de interagdo com as células SN56, a STI-1 esteja
presente em fossas endociticas na membrana plasmatica. Esta proteina deve entéo
ser internalizada através de vesiculas formadas a partir da membrana, que migram
ao longo do citoplasma, resultando no padrdo de distribuicdo visto apdés 20 e 40
minutos de incubacéo.

Foram realizados diversos experimentos controle para melhor caracterizar o
mecanismo de interagcdo da STI-1 com células SN56. No primeiro experimento,
incubamos estas células apenas com 0 meio incompleto, e analisamos por
microscopia confocal (Fig. 8). O objetivo deste controle era avaliar se a auto-
fluorescéncia emitida por estas células seria detectavel com os parametros de
aquisicdo de imagem utilizados nos experimentos. A realizacdo deste controle
baseou-se no fato de que a maior parte das células contém moléculas que se tornam
fluorescentes quando excitadas por radiacdo UV/VIS de adequado comprimento de
onda. Essa emissdo de fluorescéncia surge de fluoréforos enddgenos, que sao
normalmente encontrados nas mitocondrias e lisosomos. Um importante exemplo de
fluoréforo endégeno € o NADPH (Monici, 2005).

O resultado apresentado na figura 8 mostra que a auto-fluorescéncia das
células SN56 ndo é detectavel com os parametros de aquisicdo de imagem
utilizados. Dessa forma, a auto-fluorescéncia destas células néo interfere nos demais

experimentos realizados com as mesmas sob estes parametros.



Figura 8: Avaliagdo da auto-fluorescéncia das células SN56. Estas células foram
incubadas com meio de cultura sem soro e analisadas por microscopia confocal sob
0S mesmos parametros de aquisicdo de imagem utilizados para 0s outros
experimentos. A imagem mostra que a auto-fluorescéncia destas células ndo é
perceptivel com os parametros utilizados. O primeiro painel refer-se a imagem de luz
trasnmitida (DIC).



Um outro experimento controle foi realizado incubando-se as células SN56
com a STI-1 AF568 durante 40 minutos a 4°C. Sabe-se que nesta temperatura
praticamente todos os processos fisioldgicos estdo blogueados. Em relacdo aos
processos endociticos, a maior parte dos experimentos de captacdo e internalizacao
de moléculas sao realizados a 37°C (Pelkmans et al., 2001; Nichols, 2002; Glebov et
al., 2006), tendo em vista que nesta temperatura todas as vias endociticas estao
ativas. Mas apesar dessas vias estarem inoperantes a 4°C, ja foram descritos
peptideos capazes de sofrer endocitose nesta temperatura (Vives et al.,1997;
Torchilin et al.,, 2001). Vives e colaboradores (1997) mostraram que um peptideo
derivado da proteina Tat (uma proteina envolvida na replicacdo do virus HIV) é
internalizado por células HeLa GH através de um processo independente de vias
endociticas, tendo em vista que néo foi observada inibicdo da captacéo a 4°C.

Dessa forma, a incubacdo de células SN56 com STI-1 AF568 a 4°C teve
como objetivo avaliar se a internalizacdo desta proteina ocorre independente de vias
endociticas. O resultado deste experimento mostrou que a 4°C a STI-1 AF568 nao
consegue ser internalizada pelas células SN56 (fig. 9 ), sugerindo que a
internalizacao desta proteina dependa de alguma via endocitica. Nota-se a presenca
de alguns aglomerados de STI-1 AF568 do lado de fora das células, na regido da
membrana plasmatica, que nao foram removidos pelas lavagens com o meio
incompleto. Esta observagdo sugere a existéncia de algum sitio de interacdo na
membrana plasmética o qual a STI-1 se liga. Vérios trabalhos tém demonstrado que
a 4°C, apesar das vias endociticas estarem bloqueada, a interacdo entre ligantes e
moléculas alvo na membrana continua ocorrendo, porém com uma cinética
diminuida (Habich et al., 2002; Pelkmans et al., 2001).



Figura 9: Interacdo da STI-1 AF568 com células SN56. As células foram incubadas
com 1 uM de STI-1 AF568, durante 40 minutos a 4 °C e analisadas por microscopia
confocal. A imagem corresponde a uma fatia Otica representativa de trés
experimentos independentes, e mostra que a STI-1 liga-se a superficie das células
nesta temperatura, mas nao é internalizada. O primeiro painel refere-se a imagem de

luz transmitida (DIC). Barra: 20 um.

4.2 AVALIACAO DA ESPECIFICIDADE DE INTERNALIZACAO

A endocitose é caracterizada pela internalizacdo de moléculas da superficie
celular para dentro de compartimentos alvo (Roy and Wrana, 2005). Moléculas
externas podem ser internalizadas por diferentes mecanismos, sejam eles
dependentes ou independentes de alguma via endocitica (Vivest et al., 1997). O
mecanismo de endocitose mais bem caracterizado envolve a internalizacdo de
receptores e seus ligantes via clatrina, através da formacdo de fossas cobertas na
membrana plasmatica e posterior brotamento de vesiculas que migram ao longo do
citoplasma (Mousavi et al., 2004; Maxfield and McGraw, 2004). Outras vias
endociticas tém sido estudadas (Pelkmans et al., 2001; Nichols, 2002; Pelkmans and
Helenius, 2003; Glebov et al., 2006) mas a principal dificuldade para caracteriza-las é
a falta de marcadores especificos destas vias.

Dentre as conhecidas vias de endocitose, exitem aquelas cuja internalizacéo

de moléculas é mediada por receptores, como a endocitose via clatrina (Le Roy and



Wrana, 2005), e aquelas que sao independentes de receptores, como a
macropinocitose (Swanson and Watts, 1995).

Em relacdo a STI-1, o resultado anterior mostrou a presenca desta proteina
na membrana plasmatica quando incubada a 4°C, sugerindo a existéncia de um sitio
especifico de ligacdo. Para abordamos esta questéo, nos realizamos um ensaio de
competicdo entre a proteina marcada e ndo marcada. Este ensaio ja foi utilizado em
outros trabalhos (Gekle et al, 1995; Habich et al., 2002), e baseia-se no bloqueio da
internalizacdo de uma proteina marcada através do pré-bloqueio de seus receptores
com excesso da mesma proteina ndo marcada.

Neste experimento, as células SN56 foram pré-incubadas com excesso de
STI-1 ndo conjugada (10 uM) a 4°C. Apo6s 30 minutos de incubacéo, adicionamos a
estas células 1 uM da proteina conjugada e incubamos a 37 °C (Fig. 10 A). O
resultado deste experimento mostra que a pré-incubacédo das células com a STI-1
nao conjugada bloqueia a internalizacdo da STI-1 conjugada. Este resultado sugere
gue a endocitose desta proteina seja mediada por um receptor saturavel.

Uma observacado interessante é que aproximadamente 20 minutos apos o
inicio da aquisicdo das imagens, a STI-1 marcada comeca a ser internalizada (dados
nao mostrados). Esta observacéo sugere a possibilidade de que o proposto receptor
para STI-1 recicle constitutivamente para a membrana plasmatica, sobretudo tendo
em vista que a aquisicdo de imagens é realizada com as células vivas a temperatura
ambiente, onde os processos endociticos estdo ativos. A reciclagem de proteinas €
um processo celular muito comum para moléculas residentes na membrana
plasmatica. No caso dos receptores, eles sdo continuamente reciclados de volta a
membrana através de endosomas de reciclagem (revisto por Maxfield and
MacGraw).



Figura 10: Ensaio de competicdo. A — células SN56 foram pré-incubadas com 10 uM
de STI-1 ndo conjugada durante 30 minutos a 4 °C, e em seguida incubadas com 1
uM de STI-1 AF568 por 1 hora & 37 °C. O bloqueio da internalizagdo sugere a
presenca de sitios especificos de ligacdo. B — repetiu-se o mesmo procedimento
descrito em A, porém pré-blogueando-se com 10 uM de albumina. Observa-se que a

internalizacdo de STI-1 AF568 ocorreu normalmente. Barra = 20 um.



Como controle do ensaio de competicdo, as células SN56 foram pré-
incubadas com 10 uM de albumina a 4°C e apds 30 minutos, elas foram incubadas
com 1 uM de STI-1 AF568 & 37°C (Fig. 10B). A albumina € uma proteina de 69 Kda
envolvida no transporte de moléculas hidrofébicas no plasma (revisto por Gekle,
2005). Ja foi demonstrado que sua endocitose é mediada por receptores, sendo a via
dependente de clatrina uma das vias envolvidas (Gekle, 1995). A pré-incubacéo das
células SN56 com a albumina te ve como objetivo avaliar se a internalizagédo de STI-
1 é mediada por um receptor especifico para esta proteina ou se esse processo é
mediado por um receptor inespecifico capaz de internalizar proteinas da ordem de
60 KDa.

O resultado deste experimento mostra que a pré-incubagédo com albumina ndo
blogueou a endocitose da STI-1, reforcando a hip6tese de que a internalizacdo desta
proteina seja mediada por um receptor especifico.

Conjuntamente, os resultados do ensaio de competicAo sugerem que a
internalizacao de STI-1 pelas células SN56 seja mediada por um receptor especifico

e saturavel.

4.3 PAPEL DA CLATRINA NA INTERNALIZACAO DE STI-1

Uma vez que a STI-1 foi endocitada pelas células SN56, nés decidimos
investigar qual a via de internalizacdo utilizada por esta proteina. Como citado
anteriormente, a internalizacdo de moléculas de superficie pode ocorrer por diversas
vias, sendo a endocitose dependente de clatrina 0 mecanismo mais bem
caracterizado.

Para investigarmos se a endocitose de STI-1 ocorre por esta via, nos
transfectamos as células SN56 com a cadeia leve de clatrina em fusdo com GFP
(clatrina-GFP). As células transfectadas foram entdo incubadas com STI-1 AF568 em

diversos tempos e analisadas por microscopia confocal (Fig. 11, 12, 13).



Figura 11: Avaliacdo do papel da clatrina na internalizacdo de STI-1. Células SN56

foram transientemente transfectadas com 1 ug de clatrina-GFP. Quarenta e oito
horas apds a transfeccéo, estas células foram incubadas com 1 uM STI-1 AF568
durante 10 minutos. No painel A esta representada a marcacdo da STI-1 AF568, e
em B esta representada a marcacdo de clatrina-GFP. A imagem de sobreposicdo
mostra que nao houve colocalizagéo entre estes dois marcadores (C), sugerindo que
a principal via de internalizacéo de STI-1 seja independente de clatrina. Em D estéao

representadas duas regifes ampliadas da imagem de sobreposi¢do. Barra = 20 um.

A construcdo clatrina-GFP utilizada nestes experimentos ja foi caracterizada
anteriormente (Gaidarov et al., 1999), e utilizada em outros trabalhos do nosso grupo
(Ribeiro et al., 2005). A proteina expressa apresenta-se distribuida pela regido da
membrana plasmatica, com aspecto pontuado, e também no Golgi (Figura 11B e
12B). Este padrédo de distribuicdo est4 de acordo com a localizacdo enddgena de

clatrina descrita na literatura (Gaidarov et al., 1999).



Figura 12: Avaliacdo do papel da clatrina na internalizacdo de STI-1. Células SN56
foram transientemente transfectadas com clatrina-GFP (B) e incubadas com STI-1
AF568 (A) durante 20 minutos. A imagem de sobreposi¢cao mostra que a maior parte
das vesiculas positivas para STI-1 ndo sdo positivas para clatrina-GFP(C), sugerindo
gue a principal forma de internalizacdo desta proteina ocorra por uma via
independente de clatrina. A imagem ¢é representativa de trés experimentos
independentes, e corresponde a uma fatia 6tica. Uma regido ampliada da imagem de

sobreposicdo é mostrada em D. Barra = 20 pum.



De acordo com o0s experimentos anteriores, apés 10 e 20 minutos de
incubacdo a STI-1 localiza-se em regibes proximas a membrana plasmatica,
provavelmente em fossas e vesiculas recém formadas caracteristicas da via
endocitica utilizada por esta proteina. Dessa forma, a incubagdo de células
transfectadas (clatrina-GFP) com a STI-1 nestes intervalos de tempo teve como
objetivo avaliar se as estruturas formadas neste periodo correspondem a vesiculas
cobertas por clatrina.

Os resultados representados nas figuras 11 e 12 mostram que a maior parte
das vesiculas marcadas com STI-1 no eram positivas para clatrina-GFP. E possivel
visualizar algumas vesiculas marcadas com clatrina-GFP positivas para STI-1
(imagem de sobreposicao da figura 12). Mas as imagens mostram que quase todas
as vesiculas de STI-1 presentes na regido da membrana plasmatica ndo eram
cobertas por clatrina.

A cobertura de clatrina ndo estd presente apenas nas vesiculas recém-
formadas a partir da membrana plasmatica. Esta proteina também participa, por
exemplo, do transporte de vesiculas formadas a partir do Golgi em direcdo aos
lisosomas (Abazeed et al., 2005). Dessa forma, para novamente confirmarmos 0s
resultados anteriores e avaliarmos se a STI-1 colocaliza com clatrina em algum
momento durante seu trafego intracelular, ndés incubamos esta proteina por 40
minutos nas células SN56 transfectadas com clatrina-GFP.

O resultado deste experimento esta representado na figura 13, e novamente
mostra que a maior parte das vesiculas positivas para STI-1 ndo séo vesiculas
cobertas por clatrina. Conjuntamente, estes experimentos sugerem que a principal
via de endocitose de STI-1 seja independente de clatrina.

Sabe-se, que as vesiculas cobertas por clatrina sdo formadas a partir do
brotamento de fossas cobertas na membrana plasmatica. Apds sua formacao, estas
vesiculas perdem a cobertura de clatrina por um processo dependente de energia
(Lemmon, 2001), passando a serem denominadas endosomas primarios (revisto por
Maxfield and MacGraw, 2004). Dessa forma, uma outra possibilidade é que a
passagem de STI-1 por vesiculas cobertas por clatrina seja um processo rapido, ndo
detectado nas condi¢cbes dos experimentos. Para elucidar melhor esta questao nos

utilizamos outros marcadores desta via, que estao descritos no item 4.4.



Figura 13: Avaliacdo da co-localizacdo entre clatrina-GFP e STI-1 AF568. Células
SN56 transientemente transfectadas com clatrina-GFP (B) foram incubadas por 40
minutos a 37°C com STI-1 AF568 (A). A sobreposicdo das imagens (C) mostra que
nao ha colocalizacdo entre estes dois marcadores na membrana plasmatica e nem
no citoplasma. As imagens A, B e C foram obtidas a partir da reconstrucdo de fatias
Oticas e corresponde a uma imagem representativa de trés experimentos
independentes. Em D € mostrada a imagem de luz transmitida das células (DIC).

Barra = 20 um.



4.4 LOCALIZACAO INTRACELULAR DE STI-1

Na tentativa de identificarmos as estruturas intracelulares positivas para STI-1
AF568 e elucidarmos o papel da clatrina na endocitose desta proteina, nés
utilizamos alguns marcadores de organelas intracelulares em experimentos de dupla
marcacao.

De acordo com a via classica de internaliza¢éo, as moléculas endocitadas séo
primeiramente entregues para endosomas de distribuicdo. A partir desta organela,
estas moléculas podem ser direcionadas para endosoma de reciclagem, endosomas
tardios, lisosomas ou Golgi (revisto por Maxfield and MacGraw, 2004; Nakayama,
2004).

Para avaliarmos se STI-1 AF568 é direcionada para endosomas da via
cldssica, nés utilizamos a transferrina conjugada com Alexa Fldor 488 como
marcador de endosomas primarios. A transferrina se liga ao seu receptor na
superficie celular e € internalizada pela via classica dependente de clatrina. Nesta
via, a transferrina passa primeiramente por endosomas de distribuicdo proximos a
membrana e se acumula numa regido perinuclear que corresponde aos endosomas
de reciclagem (Sonnichsen et al, 2000). Ao contrario do que acontece com a maioria
dos ligantes, a transferrina ndo se dissocia de seu receptor nos endosomas de
distribuicdo, permanencendo acoplada a ele até que o mesmo volte a membrana
através dos ERs( Maxfield and MacGraw, 2005). Portanto, esta proteina constitui um
marcador especifico para estas duas populacdes de endosomas primarios e tem sido
utilizada em varios estudos de caracterizacdo de vias endociticas (Nichols, 2002;
Magalhées et al., 2002; Glebov et al., 2006).

As células SN56 foram duplamente marcadas com STI-1 AF568 e
Transferrina AF488 durante 20 e 40 minutos. Os resultados, representados nas
figuras 14 e 15, mostram que as organelas enriquecidas com STI-1 AF568 nao foram

sobrepostas por transferrina AF488.



Figura 14: Analise da co-localizacao entre STI-1 AF568 e transferrina AF488. Células
SN56 foram duplamente marcadas com 1 uM STI-1 AF568 (A) e 40 mg/ml de
transferrina AF488 (B) durante 20 minutos. A imagem de sobreposicdo mostra que
as estruturas positivas para STI-1 ndo foram sobrepostas pela transferrina (C),
sugerindo que a STI-1 ndo seja direcionada para endosomas primarios apos sofrer
endocitose Em D esta representada uma regido ampliada da imagem de

sobreposi¢ao. Barra= 20 um.

Apds 20 minutos de incubacgdo, nota-se uma distribuicdo mais proxima da
membrana dos dois marcadores (Fig. 14). Neste ponto, a hipétese é de que se a
STI-1 fosse internalizada rapidamente via clatrina e em seguida direcionada para
compartimentos originados desta via, ela se colocalizaria com transferrina AF488.
Porém, a ndo colocalizacdo entre estas duas proteinas confirma os resultados vistos
com clatrina-GFP, e novamente sugere que a internalizacdo de STI-1 ocorre de

modo independente de clatrina. Como citado anteriormente, a transferrina € um



marcador de endosomas de distribuicdo e de reciclagem. Portanto, estes resultados
também sugerem que a STI-1 apds sofrer endocitose ndo seja direcionada para
estes compartimentos.

A incubacdo das células SN56 com transferrina e STI-1 durante 40 minutos
mostrou uma marcagdo mais intensa, com ambas as proteinas se distribuindo por
todo o citoplasma (Fig. 15). Nota-se a colocalizacdo destas duas proteinas em
algumas poucas vesiculas no citoplasma, mas como visto no resultado anterior, a
maior parte das estruturas positivas para STI-1 ndo foi co-localizada com transferrina
AF488.

Estes resultados nos levam a propér que a STI-1 seja internalizada através da
interacdo com um receptor de membrana por uma via independente de clatrina; e
diferente da transferrina, essa proteina ndo seja direcionada para endosomas
primérios. Porém, sabe-se que proteinas internalizadas por outras vias também
podem ser entregues para organelas da via classica (Nichols and Lippincott-
Schwartz., 2001), em um processo chamado “crosstalk”. Dessa forma, ha a
possibilidade de que a STI-1 seja direcionada para endosomas primarios sem passar
por clatrina.

Para elucidarmos melhor esta questédo, nés realizamos experimentos de dupla
marcacao utilizando Rab5-GFP como um marcador de endosomas primarios. Dados
recentes mostraram que vesiculas positivas para caveolina podem interagir com
endosomas primarios, em um processo dependente de Rab5 (revisto por Le Roy and
Wrana). Também ja foi mostrado que Rab5 estd envolvida na regulacdo da
endocitose de fase fluida (revisto por Galperin and Sorkin, 2003). Estes trabalhos
mostram que a formacdo de populacdes distintas de endosomas primarios,
originadas a partir de vias endociticas diferentes, € regulada pela Rab5. Dessa
forma, essa Rab constitui um interessante marcador destas organelas.

Células SN56 foram transientemente transfectadas com a construcdo Rab5-
GFP e incubadas durante 20 e 40 minutos com STI-1 AF568. Os resultados destes
experimentos mostram que ndo houve colocalizacdo entre estas duas proteinas (Fig.
16 e 17).



Figura 15: Andlise da colocalizacdo entre STI-1 AF568 e transferrina AF488. Células
SN56 foram duplamente marcadas com 1 uM de STI-1 AF568 (A) e 40 mg/ml de
transferrina AF488 (B) durante 40 minutos. A imagem de sobreposicdo mostra que a
maior parte das estruturas positivas para STI-1 ndo foram marcadas pela transferrina
(C), sugerindo que a STI-1 ndo seja direcionada para endosomas primarios apos
sofrer endocitose. Em D estéo representadas duas regidoes ampliadas da imagem de

sobreposi¢ao. Barra= 20 um.



Figura 16: Analise da colocalizagdo entre STI-1 AF568 e Rab5-GFP. Células SN56

foram transientemente transfectadas com 1 ug de Rab5-GFP e incubadas com STI-1
por 20 minutos. Em vermelho esta representada a marcacao de STI-1 AF568 (A), e
em verde estdo representadas grandes vesiculas positivas para Rab5-GFP que se
distribuiram por toda a célula (B). A imagem de sobreposicdo mostra que ndo ha
colocalizagédo entre STI-1 e Rab5-GFP (C), sugerindo que a STI-1 ndo seja
direcionada para endosomas primarios apés sofrer endocitose. A nao colocalizacdo
entre as duas proteinas pode ser melhor visualizada em D, que representa uma
regido ampliada da imagem de sobreposi¢do. As imagens foram obtidas através da
reconstrucdo de fatias Oticas de uma imagem representativa de trés experimentos

independentes. Barra = 20 um.



Figura 17: Analise da colocalizacédo entre STI-1 AF568 e Rab5-GFP. Células SN56
foram transientemente transfectadas com Rab5-GFP e incubadas com STI-1 por 40
minutos. A imagem de sobreposicdo mostra que a STI-1 AF568 marcada em
vermelho (A), ndo se colocaliza com os endosomas positivos para Rab5-GFP,
representados em verde(B). Uma regido da imagem de sobreposicdo (C) foi
ampliada para que a ndo colocalizacdo entre as vesiculas pudesse ser melhor
visualizada (D). As imagens foram obtidas através da reconstrucdo de fatias oticas

de uma imagem representativa de trés experimentos independentes. Barra = 20 um.



A Rab5 é uma GTPase presente na membrana de endosomas primarios
(revisto por Rodman and Wandinger-Ness, 2000). A constru¢cdo Rab5-GFP tem sido
utilizada em véarios trabalhos (Magalhdes et al., 2002; Ribeiro et al., 2003) e sua
expressdo nas células SN56 leva a formagdo de endosomas primarios que se
distribuem por toda a célula (Fig. 16B e 17B). Independente da via endocitica
envolvida na internalizacdo de STI-1, se essa proteina fosse direcionada para
endosomas primarios ndés a veriamos dentro das vesiculas marcadas com Rab5-
GFP nos experimentos de dupla marcacédo. Porém 0s nossos resultados mostraram
gue tanto em 20 quanto em 40 minutos de incubacdo praticamente toda a STI-1
internalizada estava presente em organelas distintas daquelas marcadas com Rab5-
GFP. Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos para clatrina-GFP e
transferrina, reforcando a hipotese anterior de que a STI-1 € internalizada
principalmente por uma via independente de clatrina, e ndo € direcionada para
endosomas primarios apods sofrer endocitose.

Além dos endosomas primarios, existem outras organelas intracelulares para
as gquais as moléculas de superficie podem ser diretamente direcionadas apos
sofrerem endocitose. Pelkmans e colaboradores (2001), por exemplo, mostraram
que o Simian virus 40 (SV40) é endocitado por caveolaes e em seguida entregue
para o reticulo endoplasmatico através de estruturas denominadas caveosomos.
Nichols e colaboradores (2002) também mostraram que a subunidade B da coélera
toxina (CTxB) é entregue para o complexo de Golgi através de organelas
desprovidas dos marcadores de endosomas primarios. Uma outra possibilidade € o
direcionamento para vesiculas acidicas como os corpos multivesiculares (Valdez et
al., 2005).

Diante disso, nos decidimos avaliar a presencga desta proteina em vesiculas
acidicas. Para isto, utiizamos o marcador Lysosensor Green, uma sonda
acidotropica que se acumula em organelas acidicas como resultado de sua
protonacéo.

As células SN56 foram entdo duplamente marcadas com Lysosensor Green e
STI-1 AF568 por 1 hora a 37 °C. Esse tempo de incubacdo é sugerido pelo
fabricante do Lysosensor para que as vesiculas acidicas sejam eficientemente
marcadas. Apos o periodo de incubacédo as células foram analisadas por microscopia
confocal, e os resultados mostraram que boa parte das vesiculas marcadas com STI-
1 AF568 foram marcadas com a sonda aciditrépica (Fig. 18).



Figura 18: STI-1 se colocaliza com vesiculas acidicas. Células SN56 foram
duplamente marcadas com 1 uM de STI-1 AF568 (A) e 1uM do marcador de
vesiculas acidicas Lysosensor Green (B) durante 1 hora a 37°C. O painel de
sobreposicdo mostra uma forte colocalizacdo entre STI-1 e Lysosensor (C),
mostrando que a STI-1 é direcionada para vesiculas acidicas ap0s sofrer endocitose.
Em (D) esta representada a ampliacdo de uma regido da imagem de sobreposi¢ao
para facilitar a visualizacdo de vesiculas duplamente marcadas. O resultado é
representativo de 77 células analisadas por microscopia confocal. A imagem

mostrada corresponde a uma fatia 6tica com barra = 20 uM.



O resultado deste experimento mostra que a maior parte das vesiculas
marcadas com STI-1 corresponde a vesiculas acidicas. E interessante notar que as
vesiculas duplamente marcadas localizaram-se tanto na regido mais proxima a
membrana plasmatica, quanto na regido perinuclear, mas com uma prevaléncia
maior destas vesiculas nessa Ultima regido.

Como visto nos experimentos de interacdo da STI-1 com células SN56, apos
40 minutos de incubacdo com estas células, essa proteina encontra-se distribuida
por todo o citoplasma e também nas regifes proximas a membrana plasmatica. Esta
distribuicdo nos leva a pensar na possibilidade de que as vesiculas de STI-1 mais
préximas a regido perinuclear correspondam a estruturas mais maduras enquanto as
vesiculas mais préximas a membrana plasmatica correspondam a novas moléculas
se STI-1 recém endocitadas, tendo em vista que a endocitose € um processo
dindmico. Portanto, a presenca de vesiculas duplamente marcadas para STI-1 e
Lysosensor na regido da membrana nos leva a sugerir que a endocitose dessa
proteina ocorra diretamente em vesiculas acidicas. Essa hipotese é reforcada pelos
resultados anteriores que mostraram que a STI-1 ndo é direcionada em nenhum
momento para endosomas primarios, que sao vesiculas de pH menos acidico
(revisto por Paroutis et al., 2004).

Mas uma outra possibilidade seria uma rapida passagem de STI-1 por
estruturas de pH neutro desprovidas de marcadores de endosomas primarios,
seguida da sua entrega para vesiculas acidicas. Esta segunda hipGtese explicaria
melhor o fato das vesiculas marcadas apenas com STI-1 se concentrarem mais na
regido da membrana plasmatica.

Tendo em vistas estas questbes e a existéncia de diferentes organelas
intracelulares que apresentam pH acido, nés decidimos pesquisar a identidade
destas vesiculas acidicas positivas para STI-1. Os valores de pH luminal das
principais organelas das vias secretéria e endocitica estdo representados na figura
19. Dentre as organelas da via endociticas aquelas de menor pH luminal sdo os
endosomas tardios e lisosomas. Dessa forma, para avaliarmos a presenca da STI-1
nestas estruturas, nos transfectamos as células SN56 com a construgdo Rab7Q67L-
GFP.
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Figura 19: Valores de pH luminal de organelas da via secretéria e endocitica. Varios
processos fisiolégicos como trafego, ativacdo enzimatica, secrecdo de vesiculas,
processamento de proteinas e outros, s6 ocorrem em determinadas faixas de pH.
Dessa forma, as organelas intracelulares possuem pH luminal caracteristico, que
esta relacionado com suas funcdes. A maior parte dos valores mostrados nesta
figura foram determinados pelo uso de sondas sensiveis ao pH. TGN = rede trans
Golgi. Adaptado de Paroutis et al., 2004.



A Rab7 é uma GTPase envolvida fusdo entre endosomas tardios e lisosomas
(revisto por Bucci et al, 2000). O mutante Q67L gera uma molécula constitutivamente
ativa que promove a fusdo homotipica destas organelas e como resultado desta
fusdo, as células apresentam endosomas tardios e lisosomas bem maiores. Essa
construcéo tem sido utilizada em vérios trabalhos como marcador de endosomas
tardios/lisosomas (Bucci et al., 2000; Gutierrez et al., 2004; Dale et al., 2004).

As células SN56 transfectadas transientemente com Rab7Q67L-GFP foram
incubadas com a STI-1 AF568 durante 20 e 40 minutos. As imagens destes
experimentos mostram que a maior parte das vesiculas contendo STI-1 sédo
vesiculas marcadas com Rab7Q67L (fig. 20 e 21), sugerindo que as vesiculas
acidicas duplamente marcadas vistas no experimento com Lysosensor sejam
endosomas tardios/lisosomas.

O experimento com este marcador utilizando 20 minutos de incubagéo
mostrou que a maior parte das vesiculas contendo STI-1 recém-formadas a partir da
membrana plasmatica também sdo endosomas/lisosomas. Este resultado reforca a
nossa hipotese de que a STI-1 é direcionada para vesiculas acidicas sem passar
primeiro por endosomas primarios.

Os resultados ap6s 40 minutos de incubagcdo com a STI-1 mostra a presenca
de varias vesiculas duplamente marcadas na regido perinucler (Fig. 21C), que

também esta de acordo com o resultado observado para Lysosensor.



Figura 20: Presengca de STI-1 em endosomas/lisosomas. Células SN56 foram
transientemente transfectadas com Rab7Q67L-GFP e incubadas com 1 uM de STI-1
AF568 por 20 minutos. Em A esta representada a marcacao de STI-1 AF568 e em B
vé-se a presenca de grandes endosomas tardios e lisosomas marcados com
Rab7Q67L-GFP. A imagem de sobreposicdo mostra varias vesiculas duplamente
marcadas na regido préxima a membrana plasmética (C). Em D esta representada
uma regido ampliada de C para evidenciar a colocalizagdo. Este resultado
corresponde a uma imagem representativa de trés experimentos independentes.

Barra = 20 um.



Figura 21. Presenca de STI-1 em endosomas/lisosomas. Células SN56 foram
transientemente transfectadas com Rab7Q67L-GFP e incubadas com 1 uM de STI-1
AF568 por 40 minutos. Em A esta representada a marcacao de STI-1 AF568 e em B
vé-se a presenca de grandes endosomas tardios e lisosomas marcados com
Rab7Q67L-GFP. A imagem de sobreposicdo mostra varias vesiculas duplamente
marcadas na regido préxima a membrana plasmatica (C). Em D esta representada
uma regidao ampliada de C para evidenciar a colocalizagdo. Este resultado
corresponde a uma imagem representativa de trés experimentos independentes.

Barra = 20 um.



4.5 ANALISE QUANTITATIVA DA CO-LOCALIZACAO

A quantificacdo da co-localizacdo entre os marcadores usados foi feita
utilizando o programa Metamorph. Os resultados estdo representados como a
porcentagem de STI-1 AF568 presente nas vesiculas positivas para o0s
marcadores Lysosensor Green e Rab7Q67L-GFP, = o erro padrao da média. Os
resultados da analise quantitativa mostram que a maior parte das vesiculas
positivas para STI-1 também s&o positivas os marcadores de endosomas

tardios/lisosomas (tabela A).

Tabela 3: Porcentagem de co-localizacdo entre marcadores de organelas

intracelulares e STI-1

Experimento N° células | % colocalizagéo
STI-1 + Lysosensor 1H 7 48 + 3
STI-1 + Rab7 40’ 34 69+3

STI-1 + Rab7 20’ 29 70+4
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Chaperonas e co-chaperonas constituem um importante grupo de proteinas
responsaveis pela promoc¢do e manutencdo da conformacao nativa das proteinas
celulares (Young et al., 2004). Apesar desta familia de proteinas serem
citosdlicas, foi demonstrado que algumas chaperonas como a HSP70 (Guzhova
et al., 2001) e HSP90 (Eustace and Jay, 2004), podem ser secretadas. Robinson
e colaboradores (2005) mostraram que a HSP70 extracelular atua na
sobrevivéncia de neurdnios motores. Baseados neste resultado e nas evidéncias
de que astrocitos sao capazes de secretar HSP70, os autores propuseram uma
atuacado desta chaperona como um fator neurotréfico.

Fatores neurotréficos constituem uma familia de proteinas envolvidas na
sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo neuronal ( revisto por Lessmann et al,
2003). Ao longo do desenvolvimento estes fatores sdo controladamente
liberados, atuando na regulacéo da neurogénese e da neurodiferenciacao (revisto
por Huang and Reichardt, 2001). Dentre as varias fontes de liberagdo dos fatores
neurotréficos, estdo as células gliais, que constituem importantes fontes de
fatores como o NGF (fator de crescimento nervoso) e GDNF (fator neurotréfico
derivado de células gliais).

Recentes trabalhos tém apontado os astrécitos como importantes reguladores
da neurogénese (Airaksinen and Saarma, 2002; Ma et al., 2005), e identificado
varios fatores neurotréficos expressos e secretados por estas células (Barkho et
al., 2006). Interessantemente, Lima e colaboradores (dados nédo publicados)
mostraram que a STI-1 é secretada por astrécitos em cultura por duas vias,
sendo uma utilizando exosomos (Arantes et al, dados néo publicados).

Um trabalho anterior ja havia demonstrado a secrecao da STI-1 homologa
humana (HOP) por células de fibrosarcoma (Eustace and Jay, 2004). Mas até
recentemente, nenhuma fungdo para esta STI-1 secretada havia sido proposta.
Zanata e colaboradores (2002) mostraram que a STI-1 induz sinais
neuroprotetores em explantes de retina através de sua interagcdo com a proteina
prion celular. Em 2005, Lopes e colaboradores mostraram que a interacdo entre
STI-1 e PrP°¢ induz neuritogénese e neuroprotecdo em culturas de neurdnios

hipocampais. Interessantemente, 0s autores viram que a neuritogénese induzida



pela interacdo destas duas proteinas ativa a mesma via de sinalizacao (MAP
cinase) que neurotrofinas classicas como a NT-3 ativam (Barnabé-Heider and
Miller, 2003). Estes resultados deram origem a hipotese de que a STI-1 secretada
por astrécitos atue como um fator neurotréfico em neurbnios, induzindo
neuroprotecado e neuritogénese através da sua interacdo com a proteina prion
celular.

A partir desta hipotese, e tendo em mente que a sinaliza¢do de alguns fatores
neurotréficos como o NGF depende de seu o trafego intracelular (Saxena et al.,
2005), nés decidimos estudar a interacdo da STI-1 com células neuronais.

Como modelo neuronal nés utilizamos as células SN56. Esta linhagem celular
foi gerada através da fusdo somatica de neurénios do septo de camundongo com
0 neuroblastoma N18TG2 (Hammond et al., 1990; Lee et al., 1990a, 1990b),
resultando desta forma em uma célula hibrida. As células SN56 apresentam
varias caracteristicas colinérgicas como a expressdo de Chat (colina acetil
transferase), de receptores muscarinicos (Rosoff et al., 1996) e sintese de
acetilcolina (Berse and Blusztajn, 1997). Além disso, quando tratadas com
Dibutiril cAMP ou foskolina, estas células se diferenciam, emitindo uma grande
rede de neuritos, e expressam canais de calcio neuronais tipo L, N e P/Q
(Kushmerick et al., 2001). Dessa forma, essa € uma linhagem celular bem
caracterizada como modelo neuronal. Uma outra razdo para utilizarmos essa
linhagem é que varios estudos em relacdo ao trafego de PrP°® e PrP*¢ ja foram
feitos nestas células (Magalhdes et al., 2005; Magalhaes et al., 2002).

Uma importante ferramenta para o estudo de trafego de proteinas em células
vivas € a conjugacdo de proteinas de interesse purificadas com moléculas de
corantes fluorescentes. Essa foi a estratégia usada pelo nosso grupo para
estudar o trafego de STI-1 nas células SN56. Dessa forma, STI-1 recombinante,
produzida no Instituto Ludwig de Pesquisa para o Cancer, foi conjugada as
moléculas dos corantes fluorescentes Alexa Fuor 488 ou 568. Estudos
preliminares, realizados no Instituto Ludwig, com a proteina marcada
demonstraram que as principais bandas marcadas com alexa fluor568 ou 488
presentes nas amostras de STI-1 foram reconhecidas por anticorpo especifico
para esta proteina (Anexo). Estes estudos também demonstraram que a
marcagdo com os corantes fluorescentes nédo alterou a funcionalidade de STI-1
(Anexo).



Os experimentos iniciais de interagdo da STI-1 com as células SN56
mostraram que a STI-1 interage com estas células, sendo internalizada. Nestes
experimentos vimos que a STI-1 é endocitada pelas células SN56, localizando-se
proximo a regido da membrana plasmatica nos primeiros 20 minutos de
interacao, e distribuindo-se por todo o citoplasma apds 40 minutos de interacdo
com estas células.

A endocitose € um processo dindmico essencial para a homeostasia celular
(Mellman, 1996). Moléculas de superficie podem ser internalizadas por
mecanismos dependentes ou independentes de alguma via endocitica (Vivest et
al., 1997; Pelkmans and Helenius, 2003). Os mecanismos independentes de via
endocitica sdo poucos conhecidos, e foram descritos para alguns peptideos como
peptideos da familia das homeoproteinas em Drosdéfilas (Derossi et al., 1994), e
peptideo derivado da proteina Tat HIV-1 (Vivést et al., 1997). Estes processos,
assim como a Potocitose sdo insensiveis a temperatura, ndo sendo portanto
inibidos a 4 °C (Anderson et al., 1992). No caso dos mecanismos de
internalizacdo que envolvem vias endociticas, a maior parte destes processos
sdo ativos, dependentes de energia, e ocorrem a temperatura fisioldgica (revisto
por Maxfield and MacGraw, 2004).

Para avaliarmos se a endocitose de STI-1 ocorre por um processo
dependente de via endocitica, foi realizado um experimento incubando-se a STI-1
com células SN56 a 4 °C. O resultado deste experimento mostrou que a STI-1
ndo € internalizada nesta temperatura, sugerindo que esse processo envolva
mecanismos dependentes de vias endociticas. A observacdo de que alguns
aglomerados de STI-1 permaneceram na membrana apds a incubacao a 4 °C,
também nos levou a sugerir qgue a endocitose desta proteina seja mediada por
um receptor.

Dentre os mecanismos de internalizacdo que envolvem vias endociticas, a
endocitose mediada por receptor é o processo melhor caracterizado até hoje.
Vérias moléculas de superficie atuam como receptores para ligantes endégenos
e exodgenos. Os receptores sdo, em sua maioria, proteinas, mas ja foi
demonstrado que outras moléculas como o0s gangliosideos atuam como
receptores, mediando a internalizacdo de toxinas bacterianas (Fishman, 1982).
Algumas caracteristicas de interacdo s&o intrinsecas do complexo ligante-

receptor, como a especificidade de ligacdo e saturabilidade (Habich et al., 2002).



Uma das maneiras de se avaliar a presenca e a especificidade de um receptor é
através de ensaios de competicdo. Trabalhos utilizando uma mesma proteina
conjugada e nao conjugada com corantes fluorescentes mostraram que é
possivel bloquear a internalizagdo de um ligante através do pré-bloqueio de seu
receptor (Gekle et al., 1995; Habich et al., 2002).

Noés utilizamos essa abordagem neste trabalho, pré-incubando as células
SN56 com excesso de STI-1 ndo conjugada durante 30 minutos a 4°C e logo em
seguida, incubando estas células com a STI-1 marcada por 1 hora a 37°C. O
resultado deste experimento mostrou que a pré-incubacdo com STI-1 nédo
marcada conseguiu bloquear a internalizacdo da STI-1 marcada. Nos processos
de internalizacdo independentes de receptor, como a macropinocitose, a
captacdo do substrato aumenta proporcionalmente a sua concentragdo, de modo
gue este processo nao € blogueado pelo excesso de ligante (revisto por Gekle,
2005). J& os processos de endocitose mediados por receptor sdo saturaveis, de
modo que a internalizacdo do ligante dependera da reciclagem do receptor de
volta & membrana plasmatica, ou da sintese de novas moléculas (revisto por
Maxfield and MacGraw, 2004). Dessa forma, o resultado do ensaio de
competicao sugere que a internalizagdo da STI-1 seja mediada por um receptor.

No ensaio de competicdo onde o pré-bloqueio foi realizado com excesso de
STI-1 ndo marcada, observou-se a internalizacdo da STI-1 marcada durante a
aquisicdo das imagens no microscopio confocal (dados ndo mostrados). Esta
observacédo sugere que o possivel receptor da STI-1 recicle constitutivamente
para a membrana plasmatica, que €, de acordo com a literatura, um processo
constitutivo para a maior parte dos receptores (revisto por Maxfield and MacGraw,
2004).

O pré bloqueio das células SN56 com albumina néo alterou a internalizacéo
da STI-1 marcada. Como citado anteriormente, a albumina é uma proteina
transportadora abundante no plasma, que sofre endocitose mediada por receptor.
Esta proteina possui massa molecular préxima a da STI-1 (69 e 66 KDa,
respectivamente), de modo que, se a internalizacdo da STI-1 fosse mediada por
um receptor ndo seletivo capaz de internalizar proteinas da mesma ordem de
tamanho, este processo seria bloqueado pela pré-incubacdo com albumina. Logo,
a internalizacédo de STI-1 na presenca de excesso de albumina sugere que este

processo seja especifico.



A via mais comum de internalizacdo do complexo ligante-receptor € a via
dependente de clatrina. Esta via esta envolvida em importantes processos
fisiologicos, como a reciclagem de componentes da vesicula sinaptica apos a
liberacdo de neurotransmissores em resposta a um potencial de acao (revisto por
Mousavi et al., 2004). As moléculas internalizadas por esta via dependendem da
sua ligacdo com receptores na membrana plasmatica que possuem motivos
protéicos especificos em seus dominios citosolicos, capazes de se ligarem a
proteinas adaptadoras. As proteinas adaptadoras juntamente com os fosfolipides,
recrutam os triesqueletos que promovem a cobertura de clatrina do complexo a
ser internalizado (revisto por Gonzalez-Gaitan and Stenmark, 2003).

Tendo em vista que varias neurotrofinas sdo internalizadas via clatrina,
através de sua interacdo com os receptores Trk na membrana plasmatica (Howe
et al., 2001) nés decidimos avaliar o papel desta via na internalizacdo de STI-1.
Como os triesqueletos de clatrina sdo formados pela unido de trés cadeias leves
e trés cadeias pesadas, a expressao da cadeia leve de clatrina em fusdo com a
proteina verde fluorescente (GFP) permite a visualizacdo de vesiculas cobertas
por triesqueletos de clatrina através de microscopia, sendo portanto uma 6tima
ferramenta para avaliar a utilizacdo desta via por proteinas exdgenas.

Os experimentos em células SN56 transfectadas com clatrina-GFP mostraram
gue a STI-1 ndo se co-localizou com clatrina em nenhum dos tempos estudados.
Este resultado sugere que a principal via de internalizacdo de STI-1 seja
independente da via classica, mas uma outra possibilidade seria que a passagem
desta proteina por vesiculas cobertas por clatrina ocorresse rapidamente, de
modo que nado seriam visualizadas nos tempos estudados. Para esclarecer
melhor esta questdo, nos utilizamos um outro marcador da via classica: a
transferrina.

O receptor de transferrina € uma das proteinas classicas que segue a via
endocitica mediada por clatrina (revisto por Maxfield and MacGraw, 2004). Como
a transferrina permanece ligada ao seu receptor até que ele retorne & membrana
plasmatica, a conjugacdo desta proteina com corantes fluorescentes também
permite a visualizacdo de endosomas primarios e de reciclagem por microscopia
de fluorescéncia.

Os nossos resultados de dupla marcacao das células SN56 com STI-1 AF568
e transferrina AF488 mostraram que a STI-1 est4 presente em organelas distintas



daquelas marcadas para transferrina. Estes resultados sugerem que a STI-1 néo
€ direcionada para endosomas primarios e de reciclagem, que sao organelas
classicas da via mediada por clatrina, e portanto, reforcam a hipétese de que a
STI-1 ndo utilize esta via para ser internalizada.

Ja foi demonstrado que o SV40 e a CTxB podem ser direcionados para
endosomas primarios a partir de uma via endocitica independente de clatrina
(Pelkmans et al, 2004). Neste trabalho, os autores mostraram que vesiculas
caveolares se fundem com endosomas primarios por um mecanismo dependente
de Rab5, formando estruturas distintas. Este e outros trabalhos sugerem a
existéncia de populacdes distintas de endosomas primarios, originados a partir de
vias endociticas diferentes, cuja formacéao é regulada pela GTPase Rab5 (revisto
por Galperin and Sorkin, 2003; revisto por Le Roy and Wrana, 2005).

Dessa forma, a utilizagdo da construgao Rab5-GFP nos permitiu avaliar se a
STI-1 era direcionada para alguma populacdo de endosomas primarios. Os
nossos resultados mostraram que as vesiculas marcadas para STI-1 sao distintas
daquelas marcadas para Rab5, novamente sugerindo que a STI-1 ndo é
direcionada para endosomas primarios.

E interessante notar que até aqui, os nossos dados de internalizacdo da STI-1
nas células SN56 mostram que o trafego desta proteina ndo coincide com o
trafego de PrP¢ descrito nestas células (Magalhdes et al., 2002). Magalhies e
colaboradores (2005) mostraram que a via de internalizagdo da proteina prion
infecciosa também é diferente daquela utilizada por PrP®. Enquanto PrP® ¢é
endocitado principalmente via clatrina, se acumulando em endosomas Rab5
positivos, Golgi e endosomas de reciclagem, PrP*® é endocitado independente de
clatrina e se acumula em endosomas tardios/lisosomas (Magalhaes et al., 2002,
2005).

Decidimos entdo avaliar a presenca de STI-1 em vesiculas acidicas, e para
isso nos realizamos experimentos de dupla marcacéo utilizando STI-1 AF568 e
a sonda acidotrépica Lysosensor Green. Os nossos resultados mostraram que
48% das vesiculas positivas para STI-1 eram positivas para Lysosensor.

Na busca pela identidade destas organelas acidicas nés utilizamos um
marcador de endosomas tardios/lisosomas: Rab7. A expressdo do mutante
constitutivamente ativo Rab7Q67L etiguetado com GFP em células SN56
confirmou a localizagdo da STI-1 em endosomas tardios/lisosomas.



Uma observacao importante nos experimentos utilizando Rab7Q67L-GFP foi a
visualizacdo de varias vesiculas positivas para STI-1 e para esta Rab, apos 20
minuto de incubacao, localizadas na regido da membrana plasmatica. Esta
observacéo sugere que a STI-1 seja direcionada rapidamente para endosomas
tardios/lisosomas apoés ser internalizada.

De acordo com os nossos resultados, a internalizacdo da STI-1 ocorre
principalmente por uma via independente de clatrina que direciona esta proteina
para endosomas tardios/lisosomas. Um mecanismo independente de clatrina que
poderia estar envolvido na endocitose de STI-1 é o caveolae. Este mescanismo
requer a presenca de caveolina, uma proteina de 22 KDa que recobre as
vesiculas de caveolae gerando um aspecto estriado. Foi verificado em trabalhos
anteriores que as células SN56 diferenciadas ndo expressam caveolina,
consequentemente nao expressando os dominios caveolaes (Magalhdes, Tese
Doutorado). Dessa forma, este mecanismo nao deve estar envolvido na
endocitose de STI-1 independente de clatrina nas células SN56.

Tendo em vista a presenca dos caveolaes em astrocitos (Cameron et al.,
1997), e a importancia destas células para o desenvolvimento neuronal, novos
estudos serdo realizados para melhor esclarecer o papel dos caveolaes na
endocitose de STI-1.

Uma outra possibilidade seria a internalizacdo da STI-1 por macropinocitose,
tendo em vista que marcadores desta via como o Dextran, sdo direcionados para
endosomas tardios/lisosomas apds serem endocitados (revisto por Pelkmans and
Helenius, 2003). Porém, como citado anteriormente, a macropinocitose € um
processo endocitico independente de receptor (revisto por Swanson and Watts,
1995), e 0s nossos resultados mostraram que endocitose de STI-1 € um processo
especifico, saturavel, e mediado por um receptor.

Apesar da maior parte dos processos de internalizacdo mediados por receptor
envolverem clatrina, é possivel que proteinas ou lipides presentes nos dominios
“rafts” atuem como receptor de STI-1 mediando a internalizagéo independente de
clatrina desta proteina. Os lipides “rafts” sdo dominios constituidos por colesterol,
glicoesfingolipides e proteinas, e estdo envolvidos na regulacdo de varios
processos fisioldgicos como trafego de proteinas e transducao de sinal (revisto

por Simons and Ikonen, 1997).



Recentemente, Suzuki e colaboradores (2004) mostraram que o receptor TrkB
€ translocado para os dominios “rafts” em resposta a sua ligacdo a BDNF. Os
autores demonstraram que a esta translocacéo resulta em uma potencializacéo
da sinalizacdo mediada por BDNF na sinapse. Outras neurotrofinas, como da
familia GDNF, também sinalizam através de sua interacdo com receptores
ancorados por GPI presentes nos dominios rafts (revisto por Le Roy and Wrana,
2005). Estes trabalhos exemplificam a importancia destes dominios na
sinalizagdo mediada por fatores neurotroficos.

A endocitose mediada por lipides “rafts” ja foi descrita para varias moléculas
como TGFBR e IL2Rp (revisto por Le Roy and Wrana, 2005). Mas o destino
intracelular das moléculas endocitadas por esta via ainda € pouco caracterizado.
Dessa forma, novos estudos serdo desenvolvidos para avaliar se esta € a
principal via endocitica envolvida na internalizacdo da STI-1.

Novas vias endociticas tém sido propostas nos ultimos anos. Recentemente,
Glebov e colaboradores (2006) demonstraram que a flotilina-1, um marcador de
lipides “rafts”, esta envolvida em uma nova via endocitica independente de
clatrina e de caveolina. Shao e colaboradores (2002) propuseram uma via
intermediaria entre a macropinocitose e a endocitose mediada por receptor,
responsavel pela endocitose e transporte retrogrado das neurotrofinas. Dessa
forma, outros experimentos serdo desenvolvidos utilizando novos marcadores de
vias endociticas, para caracterizar melhor o trafego da STI-1 e a implicacédo deste
processo nos efeitos mediados por esta proteina.

Além de direcionar moléculas para degradacédo, sabe-se que a endocitose e 0
trafego intracelular de moléculas de superficie estdo envolvidos em diversos
processos fisioldégicos. Em relacéo aos fatores neurotréficos, o trafego intracelular
é fundamental para sinalizacdo. De acordo com o modelo de endosoma de
sinalizacdo, o complexo NGF-TrkA apds sofrer internalizacdo é transportado
retrogradamente através destas organelas até o corpo celular para exercer seus
efeitos (Grimes et al.,1996; Saxena et al., 2005). Trabalhos utilizando células
PC12 mostraram que a inibicdo da internalizacdo do receptor de NGF, TrkA, leva
a inibicdo da sinalizagdo mediada por esta neurotrofina (Zhang et al., 2000). Além
disso a alteracdo do trafego deste receptor ao longo da via endocitica leva a
alteracdes na sinalizacéo, exarcebando ou diminuindo seus efeitos (Saxena et al.,
2005).



Estes e outros trabalhos mostram que o trafego intracelular de moléculas esta
diretamente envolvido com as funcdes fisiolégicas das mesmas, assim como
alteracdes neste processo podem estar relacionadas com doencgas. Portanto o
estudo do trafego da STI-1 pode nos ajudar a entender melhor suas fungfes e

consequentemente as fungdes do seu ligante: a proteinas prion celular.
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LA STI-1 é endocitada principalmente por via independente de clatrina;
L Ap6s sofrer endocitose a STI-1 é direcionada para endosomas

tardios/lisosomas sem passar por endosomas primarios.
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Anexo: Analise da STI-1 fluorescente. A - marcacdo da STI-1 recombinante
com os corantes fluorescentes Alexa Fluor 488 (verde) e Alexa Fluor 568
(vermelho). As amostras com a proteina marcada foram submetidas a SDS
PAGE e Western Blot. A utilizacdo de anticorpos contra STI-1 mostra a
seletividade da marcacdo. B — avaliacao da funcionalidade da STI-1 marcada. A
ativacdo da PKA pela STI-1 marcada foi da mesma magnitude que aquela vista
com a STI-1 ndo marcada, sugerindo que a conjugacdo com corantes
fluorescentes ndo altera a funcionalidade desta proteina. O ativador de PKA,
Forskolin, foi utilizado como controle positivo. Estes experimentos foram
realizados no Instituto Ludwig de Pesquisa para o Cancer pelo grupo de pesquisa
da Dra. Vilma R. Martins.



