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Resumo

A proteina prion celular (PrPsen ou PrP‘) é uma proteina expressa em varios tipos
celulares, especialmente em neurdnios. Esta proteina apresenta uma estrutura rica em
alfa hélices, no entanto pode sofrer uma mudanga de conformag¢do secundaria gerando
uma isoforma conhecida como PrPres (ou PrP*). Esta isoforma apresenta uma estrutura
predominante de folhas beta e adquire a capacidade de se associar formando amiléides,
bem como resisténcia a tratamento com proteases. Através de um mecanismo bioldgico
ainda pouco esclarecido, PrPres é capaz de promover a conversdo de moléculas de
PrPsen para PrPres. A formagdo e deposi¢ao de agregados insoluveis de PrPres no
sistema nervoso estdo relacionados a uma série de doencas neurodegenerativas raras e
fatais.

A internalizagdo e trafego intracelular destas isoformas podem revelar informagoes
importantes sobre o papel fisiolégico de PrPsen, bem como os mecanismos de infec¢ao
e propagacdo de PrPres entre células. Interessados nestes mecanismos, nosso grupo
construiu uma versdo da proteina prion celular ligada a “green fluorescent protein”
(GFP) para monitorarmos a distribui¢do, endocitose e trafego desta proteina em células
neuronais SN56 vivas. Células SN56 expressando esta proteina de fusdo (GFP-PrP°)
apresentaram a fluorescéncia distribuida pela membrana plasmdtica e em
compartimentos intracelulares proximos ao nucleo, de maneira similar a proteina
enddgena. GFP-PrP® foi internalizada e direcionada para uma regido perinuclear na
presenca de cobre, indicando um papel importante deste ion na fisiologia de PrP°. Um
mutante de dele¢cdo N-terminal (aminoacidos 32 a 121) ligado a GFP apresentou maior
acimulo na membrana plasmatica e menor concentracdo na regido perinuclear,
sugerindo uma deficiéncia na endocitose. Além disso, o cobre nao foi capaz de induzir a
endocitose deste mutante, indicando que a regido N-terminal ¢ importante para a
endocitose constitutiva e induzida por cobre de PrP°. Experimentos de dupla marcagdo
indicaram que a regido perinuclear positiva para GFP-PrP° era constituida de
endossomas de reciclagem e Golgi.

O mecanismo de endocitose de GFP-PrP¢ também foi avaliado e a endocitose
constitutiva e induzida por cobre de GFP-PrP® foi dependente de dinamina I. Células
expressando o fragmento C terminal da proteina AP180, que compete com a proteina

endogena responsavel pelo recrutamento de clatrina para a membrana plasmatica,
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apresentam 75% de inibicdo da endocitose dependente de clatrina. Nestas células, a
endocitose constitutiva de GFP-PrP° ndo sofreu altera¢io e a induzida por cobre
apresentou uma inibi¢do parcial, sugerindo que o mecanismo de endocitose de GFP-
PrP® é complexo, podendo envolver tanto um mecanismo dependente como
independente de clatrina. Provavelmente, o mecanismo independente ndao envolve
caveolae, j& que nao pudemos detectar caveolina, um marcador para caveolae, em
células SN56.

Nos também avaliamos a internalizagdo e trafego de PrPres usando diferentes cepas
de PrPres conjugadas a molécula fluorescente alexa568. Células SN56 foram capazes de
processar agregados da cepa de PrPres Chandler de camundongo distribuindo a
fluorescéncia em vesiculas espalhadas pelo citoplasma e neuritos. Outras cepas de
PrPres, 263K e 87V, ndo foram processadas e internalizadas com a mesma eficiéncia
em células SN56. As células incubadas com Chandler PrPres foram capazes de produzir
novas moléculas de PrPres, indicando que estavam infectadas persistentemente,
enquanto as cepas 263K e 87V nao foram capazes de infectar estas células. Estes dados
mostram que a endocitose e trafego de PrPres foram coincidentes com a infec¢do das
células, sugerindo que as vias utilizadas por PrPres para internalizar e trafegar na célula
podem ter importancia neste processo.

As vesiculas de Chandler PrPres colocalizaram com marcadores para endossomas
tardios e lisossomas (dextran e lisotracker) ¢ ndo colocalizaram com marcadores da via
classica de clatrina (transferrina) ou vesiculas provenientes de endocitose por “lipid
rafts” (toxina da cdlera) indicando que apos internalizacdo provavelmente por um
mecanismo independente de clatrina ou “rafts”, Chandler PrPres ¢ direcionado para
organelas acidicas. A expressdo do mutante constitutivamente ativo de Rab 7 (GFP-
Rab7 Q67L) confirmou que PrPres estd presente em endossomas tardios e lisossomas
no corpo e neuritos. Em neuritos, Chandler PrPres ndo colocalizou com GFP-VAChHT,
um marcador de vesiculas sinapticas. Experimentos com outra linhagem celular (N2a)
persistentemente infectada por PrPres indicaram alteragdo na formagdo de PrPres na
presenga de mutantes de Rab 7. Estes dados com Rab7 em SN56 e N2a infectadas
sugerem que o trafego de PrPres pelos endossomas tardios e lisossomas pode ter uma

participagdo no processo de formacao de novas moléculas de PrPres.
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Abstract

Cellular prion protein (PrPsen ou PrP°) is expressed in a wide variety of cells,
specialy neurons. This protein is rich in alpha helix structures, but it can assume an
alternative conformational isoform known as PrPres (or PrP*). PrPres presents mainly
beta sheet structure and gains the ability to form aggregates as well as is protease
resistant. PrPres is able to propagate by converting PrPsen molecules to the alternative
conformation isoform PrPres in a new biologic mechanism, not yet fully understood.
Then, PrPres molecules form aggregates that accumulates in the brain causing Prion
Diseases, a group of neurodegenerative disorders very rare and fatal.

PrPsen and PrPres internalization and subsequent intracellular trafficking may give
important sights about the physiological role of PrPsen and the mechanisms of PrPres
infection and propagation between cells. In order to pursue these mechanisms, we used
a GFP-tagged version of the mouse cellular prion protein. This construction allowed us
to check PrPsen distribution and follow its endocytosis and traffic in a living neuronal
cell line, SN56.

SN56 cells expressing GFP-PrP¢ showed fluorescence signal distributed at the
plasma membrane and in intracellular compartments localized close to the nucleus,
similarly to endogenous protein. In response to copper treatment, GFP-PrP¢ was
internalized and directed to a perinuclear region, suggesting that Cu®" may have an
important role in PrPsen physiology. We also examined the steady state distribution of a
N-terminal deletion mutant of PrPsen (A32 — 121) tagged with GFP. This mutant
showed an accumulation at the plasma membrane and weak labeling of the perinuclear
region suggesting an endocytosis deficiency. This mutant did not show internalization
after copper treatment suggesting that N-terminal region may be involved with PrPsen
endocytosis. Organelle specific markers suggest that the perinuclear region labeled with
GFP-PrP¢ is composed of recycling endosomes and Golgi.

We also evaluate the mechanism involved in GFP-PrP® endocytosis and our data
suggests that dynamin I is important to both, constitutive and copper induced GFP-PrP®
endocytosis. Cells expressing a C-terminal fragment of AP-180, a protein that recruits
clathrin to the plasma membrane, showed 75% inhibition of clathrin dependent
endocytosis. In these conditions, constitutive endocytosis of GFP-PrP® was not altered

and the copper induced internalization showed a partial inhibition. These data suggest
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that GFP-PrP® may present a complex endocytosis mechanism involving clathrin
dependent and independent pathways. The clathrin independent mechanism does not
involve caveolae, since we failed to detect caveolin, a caveolae marker, in SN56 cells.

We also examined PrPres internalization and intracellular trafficking by labeling
several PrPres strains with the fluorescent dye alexa568. SN56 cells were able to take
up Chandler PrPres from aggregates and distribute this fluorescent protein in vesicles
inside the cell body and neuritis. However, those cells were not able to internalize
PrPres of other strains, like 263K and 87V, with the same efficiency seen for Chandler
PrPres. Moreover, cells treated with Chandler PrPres showed formation of new PrPres
molecules, suggesting the establishment of a sustained infection, while cells treated with
either 263K or 87V PrPres did not show PrPres formation. These observations suggest
that uptake and intracellular trafficking of PrPres coincide with sustained infection in
SN56 neuronal cells. Thus, the mechanisms and pathways taken by PrPres may be
important to the establishment of a sustained infection.

Chandler PrPres positive vesicles spread in the cell body and neuritis co-localized
with late endosomes and lysosomes markers (dextran and lysotracker) and failed to co-
localize with markers of clathrin dependent endocytosis (transferrin) or lipid raft
endocytosis (cholera toxin), suggesting that those vesicles are directed to acidic
organelles after internalization probably using a clathrin and raft independent
mechanism. Chandler PrPres positive vesicles did not colocalize with GFP-VAChHT, a
marker for sinaptic vesicles, in neuritis or cell body.

Overexpression of a constitutively active GTP-bound Rab7 fused to GFP (GFP-
Rab7 Q67L) showed that Chandler PrPres localizes in late endosomes and lysosomes in
the cell body and neuritis. Expression of Rab7 and mutants in another cell line
persistently infected with PrPres (N2a) showed alteration of new PrPres formation. The
results with infected SN56 and N2a expressing Rab7 mutants suggest that trafficking in
late endosomes and lysosomes may play an important role in sustained PrPres

formation.
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1 - Introducio:

1.1 - Proteina Prion Celular (PrP® ou PrP*"):

A proteina prion celular ¢ uma sialoglicoproteina (Stahl e cols., 1992) ancorada
externamente a membrana das células por motivo de glicosilfosfatidilinositol (GPI)
(Stahl e cols.,, 1997; revisto por Prusiner, 1998) e encontrada também em
compartimentos intracelulares como Golgi e endossomas (Negro e cols.,, 2001;
Magalhaes e cols., 2002; Sunyach e cols., 2003; Brown & Harris, 2003; revisto por
Harris, 2003). PrP® ou PrP*", como também ¢é conhecida devido a sensibilidade ao
tratamento com proteases, ¢ codificada por um tnico exon em um gene de copia Unica
(Basler e cols., 1986). PrP® é altamente conservada entre as espécies, com genes
descritos para mamiferos, aves e até tartaruga (Woptner e cols., 1999; Simonic e cols,
2000) e expressa em diversos tipos celulares, especialmente em neurdnios onde pode se
acumular em membranas pré e pds sinapticas (revisto por Brown, 2001).

O precursor de PrP® de camundongo apresenta 252 aminoacidos (Fig. la) e ¢é
direcionado ao lumen do reticulo endoplasmatico devido a presenga de um peptideo
sinal de 22 aminoacidos na regido N- terminal. No reticulo, o peptideo sinal ¢ clivado, o
que ocorre também na extremidade C-terminal com 23 aminoacidos, permitindo a
adicdo da ancora de GPI. A proteina transita pelo Golgi e via secretoria e sofre
glicosilacdo nos residuos de asparagina 180 ¢ 196, bem como a formagdo de ponte
dissulfeto entre os aminoacidos 178 e 213, gerando a proteina madura com a
conformag¢do adequada. A massa molecular de PrP® pode variar de 18 a 33 kD de acordo
com o seu nivel de glicosilagdo, ou seja deglicosilada, mono ou diglicosilada (revisto
por Brown, 2001). Esta proteina madura ird se localizar na superficie externa da
membrana celular (Taraboulos e cols., 1990) se acumulando em “lipid rafts” ou
plataformas lipidicas, (Kaneko e cols., 1997; Naslavsky e cols., 1999; Baron e cols.,
2002). Essas plataformas formam microdominios na membrana, gragas a condensagao
de esfingolipideos saturados com colesterol, gerando uma camada lipidica organizada
que acumula proteinas ancoradas por GPI e exclui a maioria das proteinas

transmembranas (revisto por Simons e Ikonen, 1997). Também foi demonstrado que



varias proteinas relacionadas a vias de transdugdo de sinal se encontram em “rafts” de
uma maneira dependente da presenga de colesterol (Foster e cols., 2003).

A regido N-terminal de PrP° apresenta 4 copias completas de uma sequéncia de 8
aminoacidos ricos em glicina e histidina (PHGGGWGQ); residuos 51 a 90) e uma copia
incompleta (PQGGTWGQ) que representam uma regido altamente conservada entre
diferentes espécies de mamiferos e que ¢ capaz de coordenar preferencialmente ions
cobre (Hornshaw e cols., 1995; Miura e cols, 1996; Brown ¢ cols., 1997a). Também na
regido N-terminal encontra-se, entre os aminodcidos 112 e 145, um segmento
hidrofébico contendo um sitio para clivagem da proteina durante seu metabolismo
normal (revisto por Brown, 2001).

A regido C-terminal da proteina ¢ rica em alfa-hélices consistindo de um dominio
globular contendo 3 alfa-hélices, uma folha beta anti-paralela curta e uma tnica ponte
dissulfeto estabilizando a molécula (Riek e cols., 1996); j4 a metade N-terminal da
proteina € altamente flexivel ndo apresentando estrutura secundaria definida (Donne e

cols., 1997; Riek e cols., 1997) (fig. 1b).

1.2 - Interacdes protéicas e funcio fisiologica de PrP*:

A alta homologia e conserva¢do de PrP° entre as espécies sugerem um papel
fisiologico importante para esta proteina. Com a finalidade de avaliar a fungéo de PrP°,
quatro linhagens de camundongos ‘“knockouts” foram geradas independentemente
(Bueler e cols., 1992; Manson ¢ cols., 1994; Sakaguchi e cols., 1995; Moore ¢ cols.,
1999). No entanto, os camundongos de todas as linhagens geradas se desenvolveram
normalmente sem fenotipo patologico Obvio devido a auséncia de PrP°. Entretanto,
animais de duas destas linhagens (Sakaguchi e cols., 1995; Moore e cols., 1999)
desenvolveram um quadro de ataxia depois de 70 semanas de idade, devido a
superexpressdo do gene Doppel, um gene relacionado a PrP° (Moore e cols., 1999).
Alteragdes eletrofisioldgicas no cérebro de uma destas linhagens foram descritas por
alguns grupos (Collinge e cols., 1994; Whittington e cols., 1995; Colling e cols., 1996)
e ndo confirmadas por outros (Herms e cols., 1995; Lledo e cols., 1996). Também foram
descritas alteracdes no ritmo circadiano (Tobler e cols., 1996) e maior sensibilidade a

estimulos epleptogénicos nesses animais (Walzs e cols, 1999). A auséncia de fen6tipo
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Fig. la: Estrutura primaria da proteina PrP® de camundongo. A proteina é ancorada a
membrana por GPI, apresenta um peptideo sinal para direcionar a entrada no reticulo
endoplasmatico e um sinal para ligagdio de GPI. PrP® pode ser glicosilada tanto na
asparagina 180 como na 196. A proteina possui ainda um segmento bastante
hidrofobico (aas 112-145) e uma ponte dissulfeto. As quatro seqii€ncias repetitivas (51-
90) podem ligar ions cobre e a maioria dos mamiferos apresenta uma seqiiéncia
repetitiva extra incompleta (revisto por Brown, 2001). 1b: Modelo da molécula de PrP¢
mostrando em vermelho, regido N-terminal flexivel e em verde e azul, regido C-

terminal rica em alfa-hélices (adaptado de Brown, 2001).



drastico em camundongos ‘“knockouts” sugere a existéncia de mecanismos
compensatdrios que propiciem a adaptacao destes camundongos a falta da proteina.

Portanto, a fungéo fisiologica de PrP° ainda é alvo de muitos estudos. Varios grupos
de pesquisa concentram esfor¢os na identificacdo de potenciais ligantes de PrP° como
indicadores de possiveis fungdes fisioldgicas. Como resultado, varias moléculas ja
foram identificadas e possiveis fungdes associadas a PrP® foram descritas.

Como descrito na se¢do anterior, PrP® é capaz de ligar ions cobre sugerindo um
papel na homeostase deste ion (Brown e cols., 1997a). Além disso, células que ndo
expressam PrP¢ apresentam quantidades de cobre e atividade de superdxido dismutase
reduzidas resultando em maior sensibilidade a estresse oxidativo (Brown e cols., 1997 a
e b). Algumas evidéncias sugerem que o nivel de expressdo de PrP° altera a atividade
superdxido dismutase porque PrP° funcionaria como um sensor de cobre no ambiente e
modularia a incorporagdo deste ion pela enzima, alterando assim a resisténcia da célula
ao estresse oxidativo (Brown & Besinger, 1998). Por outro lado, Waggoner e cols.
(2000) nao detectaram diferencas na quantidade de cobre ou atividade de superoxido
dismutase dependente do nivel de expressio da proteina prion celular. PrP°
recombinante de galinha ou camundongo, bem como a proteina nativa,
imunoprecipitada a partir de homogenato de cérebro, apresentaram atividade enzimatica
de superoxido dismutase dependente da regido de octapeptideos (Brown e cols., 1999),
sugerindo um papel neuroprotetor contra estresse oxidativo e toxicidade do cobre.
Nishimura e cols. (2004) também sugeriram que PrP°¢ tenha um efeito neuroprotetor
contra a toxicidade do cobre através da regulacdo dos niveis de peroxido de hidrogénio
intracelular.

Uma molécula descrita recentemente como ligante de PrP° é a laminina. Laminina é
uma glicoproteina de matrix extracelular com participacdo importante nos processos de
diferenciagdo, migracdo e regeneracdo celular. PrP° se associa a laminina de maneira
especifica e com alta afinidade (Graner e cols., 2000a). Esta interacdo em neurdnios de
hipocampo de camundongo e rato estimula o crescimento de neuritos (Graner e cols.,
2000a). Experimentos em células da linhagem PC-12 confirmaram que a interagdo PrP‘-
laminina ¢ importante em processos de neuritogénese e adesdo celular e quando
bloqueada causa interrup¢ao do processo de diferenciacdo, com conseqiiente retragcdo de
neuritos pré existentes, sugerindo um papel importante na sobrevivéncia da célula e na
plasticidade neuronal (Graner e cols., 2000b). Outro trabalho demonstrou que células

deficientes de PrP° sofriam apoptose em condi¢des de auséncia de soro € que os neuritos



destas células eram menos desenvolvidos que os presentes em células expressando PrP¢
(Kuwahara e col.s, 1999).

Estudos demonstraram que PrP° pode interagir tanto com plasminogénio como tPA
de uma maneira dependente de cobre resultando na ativagdo deste sistema e
consequente producao de plasmina (Ellis e cols., 2002). Plasminogénio, tPA e plasmina
tém efeitos tanto fisioldgicos como patologicos no cérebro e as conseqiiéncias desta
interagdo ainda precisam ser avaliadas.

Na busca de um receptor celular para PrP, Martins e cols. (1997), baseados na
teoria de hidropaticidade complementar, propuseram a existéncia de um peptideo
ligante de PrP°. Anticorpos produzidos contra este peptideo reconheceram uma proteina
de 66 kDa identificada posteriormente como STI-1 (Stress-inducible protein 1) ou
extendina (Zanata e cols., 2002). STI-1 ¢ uma co-chaperona formadora de
macrocomplexos com proteinas da familia das chaperonas como Hsp70 e Hsp90 (Lassle
e cols., 1997; Blatch e cols., 1997). Zanata e cols. (2002) mostraram que STI-1 ¢ capaz
de interagir com PrP® in vitro € in vivo induzindo sinais neuroprotetores. Também foi
demonstrado em retinas, que a interagdo PrP° - STI-1 desencadeia sinalizagdo por
cAMP, PKA e ERK, sendo que cAMP e PKA eram responsaveis pelos efeitos
neuroprotetores contra apoptose (Chiarini e cols., 2002), evidenciando a funcao
neuroprotetora de PrP° e seu papel na transdugdo de sinal. Weise e cols. (2004)
mostraram que a expressdo de PrP® no cérebro ¢ aumentada durante processos
isquémicos, sugerindo também o envolvimento em vias neuroprotetoras.

PrP¢ também foi relacionado a fendtipos pro-apoptoticos (Paitel e cols., 2002). Os
autores sugerem que a superexpressdo de PrP° sensibiliza as células a ativagdo de
caspase 3 induzida por estaurosporina. Este efeito pro-apoptotico pode ser aumentado
por inibidores de proteassoma e prevenidos pelo seqiiestro de PrP° por anticorpos
especificos. Em contrapartida, Bounhar e cols. (2001) demonstraram que PrP° atua
como um forte protetor contra apoptose mediada por Bax, uma proteina pro-apoptotica
neuronal.

“Cross-linking” de PrP® por anticorpos especificos na superficie de células
diferenciadas resultou em transdugao de sinal com ativagdo de proteina tirosina cinase
Fyn. Esta ativacdo foi dependente de caveolina 1, e também pode envolver clatrina
(Mouillet-Richard e cols., 2000). Mais recentemente foi demonstrado que “Cross-
linking” de PrP° por anticorpos especificos causaria deslocamento lateral e agregagido de

PrP° com as proteinas reggie-1 e reggie-2 presentes em rafts, um processo conhecido



como “capping” em linfocitos T e células Jukart. Este evento resulta em 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 ativagdo de
proteina cinase MAP também foram observados e sugerem que PrP° exer¢a um papel
importante na transducdo de sinal associado a proteinas reggie. Os autores também
demonstraram que decorrente a formagdo do “capping”, PrP°¢ era internalizado em
lisossomas positivos para proteinas reggie, sugerindo um mecanismo de inativagao
desta via de sinalizacgdo (Stuermer e cols., 2004).

Em sistema de duplo-hibrido foram identificadas duas proteinas, a sinapsina Ib e
Grb2, capazes de interagir com PrP°. Estas moléculas apresentam expressdo neuronal e
estdo envolvidas em sinaliza¢do celular, sugerindo novamente que PrP° tenha um papel
em transducdo de sinal. Estas interagdes também foram confirmadas in vivo por co-
imunoprecipitagao (Spielhaupter & Schétzl, 2001). Recentemente, Lysek & Wuthrich
(2004) identificaram a regido entre os aminoacidos 100 a 109 de PrP°, que é altamente
conservada entre as espécies, como o sitio para ligagdo com o dominio SH3 de Grb2.

Usando técnica de “patch-clamp”, Korte e cols. (2003) demonstraram que
concentragdes nanomolares de PrP® recombinante foram capazes de modular canais de
calcio do tipo L dependente de voltagem em células granulares de cerebelo. Este efeito
foi dependente da regido N-terminal da proteina e abolido por nifedipina, bloqueador de
canal de célcio tipo L.

Outras moléculas também foram descritas como ligantes para PrP° como N-CAMs
(Schmitt-Ulms e cols., 2001), glicosaminoglicanos (Gonzalez-Iglesias e cols., 2002) e o
receptor de laminina (Gauczynski e cols.,, 2001), mas o papel fisiologico destas
interacdes ainda precisa ser avaliado.

PrP° pode sofrer alteragdes conformacionais gerando uma isoforma infecciosa
responsavel por neuropatologias graves e fatais (ver detalhes na se¢dao 1.6) que afetam
humanos e outras espécies como bovinos, caprinos, roedores entre outras. Os
mecanismos envolvidos no desenvolvimento destas patologias ainda ndo estdo claros e
especula-se que a perda da fun¢do de PrP° ou o ganho da fungdo com a isoforma

alterada poderiam levar a estas doengas (Hetz e cols., 2003).



1.3 - Internalizacdo e trafego de proteinas:

Células eucaridticas apresentam varios mecanismos de endocitose. A endocitose ¢
importante na manutencdo da homeostase do organismo, dindmica de membrana,
captagdo de nutrientes extracelulares, reacdo a estimulos extracelulares através de
dessensibilizacdo ou reciclagem de receptores, transmissdo de sinais neuronais,
metabolicos ou proliferativos e até defesa contra microorganismos (revisto por
Mellman, 1996; D Hondt e cols., 2000). O mecanismo mais estudado de endocitose ¢
aquele dependente de clatrina. Este processo utiliza de varias interacdes proteina-
proteina ou proteina-lipideos resultando na internalizagdo de receptores e seus ligantes
como descrito a seguir.

Proteinas de membrana apresentam sinais de internalizacdo em sua por¢ao
citoplasmdtica que sdo reconhecidos por proteinas adaptadoras (APs). Estes sinais
compreendem pequena seqiiéncia de aminoécidos contendo um residuo critico de
tirosina do tipo NPXY, ou um motivo mais geral do tipo YXX¢, onde Y, N e P
representam respectivamente tirosina, asparagina e prolina. X representa qualquer
aminodcido e ¢ representa um aminodcido hidrofobico (revisto por Mellman, 1996;
D'Hondt e cols., 2000; Brodin e cols., 2000; Kirchhausen, 1999 e¢ 2000). Também
existem sinais consistindo apenas de duas leucinas ou duas lisinas e ainda
simplesmente, uma seqiiéncia de aminoacidos acidos (revisto por D 'Hondt e cols.,
2000; Kirchhausen, 1999 e 2000).

Proteinas adaptadoras, como AP-2, sdo capazes de se associar a estes sinais e entao
recrutar clatrina para membrana plasmatica. O complexo AP-2 consiste de 2
subunidades grandes (o- e P-adaptinas — 100kDa), capazes de ligar clatrina; uma
subunidade média (u - 50 kDa), que reconhece ¢ interage com os sinais de
internalizacdo e uma subunidade menor (c - 20kDa) (revisto por Mellman, 1996;
D Hondt e cols., 2000; Kirchhausen, 1999 e 2000). AP-2 também ¢ capaz de promover
deslocamento de proteinas na membrana de forma a concentrar proteinas para serem
endocitadas na regido de formacdo da vesicula. Outros adaptadores parecem auxiliar no
recrutamento de clatrina, como ¢ o caso de AP180 e CALM (revisto por Mellman,
1996; D 'Hondt e cols., 2000; Brodin e cols., 2000; Kirchhausen, 1999 e 2000). AP180

apresenta um sitio de ligagao a fosfolipides e um de ligacao a clatrina e alguns dados



sugerem que funciona como regulador do tamanho e curvatura da vesicula em formagao
(revisto por Brodin e cols, 2000; Ford e cols., 2001).

Clatrina ¢ o principal componente deste mecanismo de endocitose € uma vez na
membrana plasmatica, recrutada por APs, ¢ capaz de se associar para recobrir as
vesiculas em formagao gerando uma estrutura composta de hexdgonos e pentagonos
(revisto por Mellman, 1996; Kirchhausen, 2000). Depois de formada, a vesicula precisa
ser liberada no citoplasma. Isto ocorre devido a ac¢do da proteina dinamina, uma GTPase
que se associa ao “pescoco” da vesicula formada e através da hidrolise de GTP causa
fissdo da vesicula (revisto por D'Hondt e cols., 2000 McNiven e cols., 2000). Dinamina
ndo ¢ um componente exclusivo da endocitose dependente de clatrina e na verdade
participa de outros processos, como caveolac e endocitose dependente de “rafts”
(Henley e cols., 1998; Oh e cols., 1998; revisto por Pelkmans & Helenius, 2003).

Uma vez no citoplasma, as vesiculas rapidamente perdem a cobertura de clatrina,
através da acdo conjunta das proteinas hsc 70, auxilina e sinaptojanina 1, o que facilita
sua fusdo com endossomas primarios (revisto por Brodin e cols., 2000; Kirchhausen,
2000). Os endossomas primarios compreendem uma rede de tubulos e vesiculas
espalhados pelo citoplasma e sdo considerados a primeira estagdo de triagem dentro da
célula. Apresentam pH ligeiramente acido (6-6.8) e por isso promovem a dissociacao de
receptores e ligantes. Os receptores livres se acumulam em estruturas tubulares e podem
ser reciclados de volta a membrana diretamente ou apds passagem pelos endossomas de
reciclagem, que correspondem a estruturas tubulares acumuladas em regido perinuclear.
Os ligantes dissociados, por sua vez, sdo direcionados para endossomas tardios e
lisossomas, onde sdo degradados (revisto por Mellman, 1996).

A demonstrag¢do de que a endocitose de alguns marcadores nao se alterava mediante
bloqueio da endocitose de clatrina sugeriu a existéncia de mecanismos independentes de
clatrina. A partir dai foram descritos mecanismos como caveolae, endocitose
dependente de “rafts” e macropinocitose. Estes mecanismos, embora ndo menos
importantes que o mecanismo dependente de clatrina, ainda ndo estdo tdo bem
caracterizados quanto o dependente de clatrina. Até o momento especula-se que
mecanismos nao dependentes de clatrina ndo se utilizem de interagdo proteina-proteina
para concentrar receptores ou cobrir vesiculas; basicamente, eles exploram diferencas
na composic¢do de lipides e proteinas de membrana (revisto por Nichols & Lippincott-

Schwartz, 2001).



Caveolae sdao invaginacdes da membrana plasmatica em forma de garrafa com
tamanho variando entre 50-100 nm, especializadas na captacdo de moléculas pequenas
em varios tipos celulares (revisto por Anderson, 1998; Thomsen e cols., 2002). Estas
invaginagdes apresentam superficie coberta por estrias devido ao acumulo da proteina
caveolina, que se tornou um marcador bioquimico para caveolae (revisto por Mellman,
1996). De fato, a expressdo de caveolina em células pode ser correlacionada com o
aparecimento de caveolae (revisto por Anderson, 1998). Além da proteina caveolina,
dominios caveolae também concentram glicoesfingolipideos e colesterol (revisto por
Anderson, 1998; Thomsen e cols., 2002) e ¢ sabido que caveolina é capaz de ligar
colesterol (revisto por Anderson, 1998). A proteina caveolina apresenta massa
molecular de 22kDa e através de um segmento hidrofobico de 33 aminoécidos associa-
se a membrana, deixando livres no citoplasma a regido N e C-terminal (revisto por
Anderson, 1998). Caveolae e caveolina estdo relacionados a diferentes processos como
endocitose, transporte ¢ homeostase de colesterol e transdugdo de sinal (revisto por
Schlegel e cols., 2001; Thomsen e cols., 2002).

Consistente com um papel endocitico, caveolae também requer dinamina para fissao
de vesiculas (Henley e cols., 1998; Oh e cols., 1998; revisto por Kurzchalia & Parton,
1999). E uma vez dissociadas da membrana, estas invaginagdes se fundem com
organelas pré-existentes de pH neutro, recebendo o nome de caveossomos por
apresentar caveolina. Os caveossomos parecem ser direcionados para o reticulo
endoplasmatico (revisto por Nichols & Lippincott-Schwartz, 2001; Pelkmans &
Helenius, 2003). E importante ressaltar que moléculas encontradas em caveolae
geralmente também sdo encontradas em “rafts” (revisto por Nichols & Lippincott-
Schwartz, 2001). Mais recentemente, foi demonstrado que estruturas endociticas
derivadas de caveolae poderiam ser direcionadas para organelas da via classica de
clatrina como por exemplo, endossomas primarios (Sharma e cols., 2003; Pelkmans &
Helenius, 2003).

Macropinocitose ¢ um processo de endocitose caracterizado pela formacdo de
prolongamentos de membrana que se lancam no meio extracelular e em seguida se
fundem a membrana formando grandes vactiolos (revisto por Swanson & Watts, 1995).
Estes vactiolos ou vesiculas sdo geralmente grandes, podendo chegar até a Sum de
diametro. Este processo ¢ bastante inespecifico e macromoléculas internalizadas por
este mecanismo podem ser levadas a lisossomas ou recicladas (revisto por Mellman,

1996). Este mecanismo que se baseia na atividade ondulatéria da membrana ¢



dependente da polimerizagao da actina e ndo requer dinamina. Por ser um processo
inespecifico, ¢ usado por alguns virus pra entrar dentro das células (revisto por
Pelkmans & Helenius, 2003). A ondulacdo de membranas, atividade importante e
imprescindivel para formag¢do de macropinossomos, parece ser regulada pela GTPase
ARF6 que promove a producao localizada de fosfatidilinositol bifosfato (PtdIns(4,5)P-).
Portanto, ARF6 e fosfatidilinositol bifosfato exercem papel regulatério na
macropinocitose (revisto por Nichols & Lippincott-Schwartz, 2001). De fato, acimulo
de fosfatidilinositol bifosfato na membrana plasmatica precede a formacdo de
macropinossomos. A macropinocitose pode ser induzida através de tratamento com
ester de forbol (TPA) ou fator de crescimento epitelial (EGF). TPA é um potente
ativador de proteina cinase C (PKC) e induz macropinocitose via Racl, uma proteina
ligante de GTP relacionada a Ras. Racl ativada se localiza na membrana plasmatica e
estimula a sintese de fosfatidilinositol bifosfato (PtdIns(4,5)P,) resultando na
organizacao de actina. O conteudo de colesterol nestas membranas também ¢ importante
e na auséncia deste, Racl ndo se localiza em membrana plasmatica e consequentemente
ndo induz reorganizagdo de actina (Grimmer e cols.,, 2002). Por outro lado, a
desorganizagdo da actina através de drogas como citocalazina ou latrunculina bloqueiam
a macropinocitose (Lee & Knecht, 2002).

A endocitose dependente de “rafts” e independente de caveolae, um mecanismo
ainda pouco esclarecido, tem sido estudada em células que ndo expressam caveolina e
portanto, ndo apresentam caveolae e parece ser induzida pela associacao de “rafts”. Este
mecanismo pode ou ndo requerer a participagdo de dinamina (revisto por Pelkmans &
Helenius, 2003).

O trafego intracelular de proteinas e lipideos ¢ um processo fundamental para
criacdo de organelas especializadas e a comunicagdo entre elas. Acompanhar o trafego
de proteinas entre as organelas intracelulares ¢ um processo complicado, ja que estas
organelas sdo extremamente dindmicas e se torna impossivel a identificacdo baseada em
morfologia ou posicdo no citoplasma. No entanto, o processo de identificagdo foi
facilitado quando marcadores bioquimicos foram descritos para cada populagdo de
endossomas (revisto por Mellman, 1996; Seabra e cols., 2002; revisto por Zerial &
McBride, 2001). Estes marcadores sdo as proteinas da familia Rab, pequenas GTPases
que regulam o transporte de vesiculas na endocitose e exocitose, principalmente no
controle da associacdo entre vesiculas e posterior fusdo das mesmas, regulando também

as proteinas do complexo SNARE, responsaveis pela fusao propriamente dita (revisto
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por Somsel Rodman & Wandinger-Ness, 2000; Zerial & McBride, 2001). As proteinas
Rabs estdo intimamente associadas a proteinas do citoesqueleto para regulacdo do
transporte de vesiculas ao longo dos microtubulos (revisto por Seabra e cols., 2002).
Mais de 60 genes humanos para Rab ja foram descritos indicando que ha uma grande
necessidade de controle e organizagdo intracelular (revisto por Zerial & McBride, 2001;
Seabra e cols., 2002).

As fungdes das proteinas Rab sdo mediadas pela sua capacidade de se associar a
GTP ou GDP e as habilidades distintas provenientes destas interacdes. Na sua forma
ativa, associada a GTP, Rabs podem recrutar diversas proteinas chamadas de efetoras
que auxiliam na regulacao do transporte de vesiculas. Quando inativa, ou seja associada
a GDP, Rab permite que as proteinas efetoras se dissociem e a propria Rab se desloca
da membrana aceptora e retorna & membrana na organela de origem com a ajuda da
proteina reguladora negativa conhecida como RabGDI — Rab inibidor de dissociagdo de
GDP (revisto por Zerial & McBride, 2001; Seabra e cols., 2002).

A proteina ativa Rab5 ¢ importante para o transporte das vesiculas cobertas por
clatrina e subsequente fusdo em endossomas primarios. Rab 5 também promove a fusao
homotipica destes endossomas (revisto por Somsel Rodman & Wandinger-Ness, 2000).
Para isso, Rab 5 se liga a proteina EEA1 (do inglés “early endosomal antigen 17)
presente em endossomas primarios e recruta seus efetores, as proteinas Rabaptina-5,
Rabex-5 e Rabenosina-5 para a membrana. Estes efetores interagem com proteinas do
complexo SNARE que sdo responsaveis pela fusdo (revisto por Somsel Rodman &
Wandinger-Ness, 2000; Pfeffer, 2001; Zerial & McBride, 2001).

Moléculas endocitadas saem dos endossomas primarios de diversas maneiras. Uma
delas ¢ a reciclagem direta pra membrana plasmatica. Rab 4 controla o fluxo a partir
desses endossomas para a membrana plasmatica, mas também estd envolvido na
reciclagem de moléculas originadas dos endossomas de reciclagem (revisto por Somsel
Rodman & Wandinger-Ness, 2000). Rab 11 se acumula nos endossomas de reciclagem
e parece ter um papel na homeostase dos mesmos, além de controlar saida de vesiculas
para membrana plasmatica e também o trafego de vesiculas oriundas do Golgi com
passagem por estes endossomas (revisto por Somsel Rodman & Wandinger-Ness,
2000).

Moléculas destinadas a degradagdo sdo endocitadas e passam primeiramente por
endossomas primdrios ¢ em seguida eles sdo direcionados para endossomas tardios e

posteriormente lisossomas. Rab 7 atua em membranas de endossomas tardios e ¢
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essencial para manutengdo de lisossomas ativos (Bucci e cols., 2000; revisto por Somsel
Rodman & Wandinger-Ness, 2000). Endossomas tardios também apresentam Rab 9 que
regula o transporte de vesiculas destas organelas com destino ao Golgi (revisto por
Somsel Rodman & Wandinger-Ness, 2000).

Muitas proteinas Rab ja descritas ainda nao foram relacionadas a nenhuma organela
ou etapa do transporte de vesiculas e mutacdes nestes genes foram relacionadas a
doengas, como ¢ o caso da sindrome de Griscelli. Na maioria dos pacientes
apresentando esta doenca foi detectada alteragdo no gene de Rab 27a, que codifica uma
proteina que se localiza em melanossomos e granulos citoliticos. Os pacientes com esta
doenca apresentam linfocitos T com deficiéncia na exocitose destes granulos citoliticos
(revisto por Seabra e cols., 2002). As proteinas Rab tém grande importancia na
organizagdo celular e vem recebido bastante aten¢do nos ultimos tempos, mas ainda ha
muito para ser esclarecido a respeito de fungdes especificas e interagdes protéicas destas

GTPases.

1.4 - Internalizacio e trafego de PrP*:

Um dos locais onde PrP° estd presente e especula-se que possa exercer seus papéis
fisiologicos ¢ a superficie celular. Portanto, sua internalizagdo e trafego poderiam ter
grande impacto para sua funcdo fisioldgica, bem como participacdo em processos
patoldgicos.

Shyng ¢ cols. (1993) observaram que PrP° de galinha transita constitutivamente
entre compartimentos intracelulares e membrana plasmatica. Durante este trajeto, 5% da
proteina internalizada ¢ clivada na regido N-terminal, provavelmente em
compartimentos endociticos ou lisossomas e posteriormente se acumula na membrana
plasmatica, sugerindo que a proteina truncada apresente uma deficiéncia em
internalizacdo ou uma taxa de reciclagem mais eficiente.

O mecanismo pelo qual PrP® é endocitado pela célula ainda € alvo de debates. PrP°
de galinha e de camundongo foram encontrados em vesiculas cobertas por clatrina em
cultura primaria de neurdnio e glia (Shyng e cols., 1994; 1995). Além disso, sua
internalizacdo foi reduzida em 70% em células N2a incubadas em meio hipertonico,
tratamento que inibe a endocitose devido ao rompimento da estrutura formada por

moléculas de clatrina. A endocitose dependente de clatrina requer a presenga de

12



seqliéncias de aminoacidos na regido citoplasmatica da proteina a ser internalizada.
Estas seqiiéncias sinalizam a internalizacdo dependente de clatrina através de interacdo
com proteinas adaptadoras, como AP-2 e AP-180, que vao recrutar clatrina para este
ponto da membrana (revisto por Kirchhausen e cols., 1997; 1999). PrP® é ancorada a
membrana via motivo de GPI e portanto, ndo apresenta regido citoplasmatica capaz de
interagir com adaptadores. No entanto, Shyng e cols. (1994) sugerem que PrP° possa se
associar a alguma proteina transmembrana e ser endocitada juntamente com esta, em
vesiculas cobertas por clatrina. Além disso, Shyng e cols. (1995) também demonstraram
que delecdes na regido N-terminal levam a redugdo da endocitose e da concentragio de
PrP® em vesiculas cobertas por clatrina.

Em contradi¢do a estes dados, Vey e cols. (1996) demonstraram que PrP° se
encontra em CLDs (do inglés “caveolae like domains”) em células N2a, sugerindo uma
internalizacdo dependente de caveolae. Outros trabalhos também demonstraram que
PrP® se concentra em caveolae e sua internalizacdo ocorre por mecanismos
independentes de clatrina, provavelmente dependentes de caveolae (Kaneko e cols.,
1997; Naslavsky e cols., 1997; Marella e cols., 2002; Peters e cols., 2003). No entanto,
Mayor e cols. (1994) demonstraram que o uso de fixativos e a reagdo “cross-linking”
entre anticorpos podem levar a uma redistribui¢ao das proteinas ancoradas por GPI em
dominios caveolae e que na auséncia destes tratamentos estas proteinas estariam
distribuidas de forma difusa pela membrana plasmatica.

Mais recentemente, foi demonstrado que PrP® estd presente em ‘“rafts”, mas que
depois de internalizado pode ser encontrado em vesiculas cobertas por clatrina (Sunyach
e cols., 2003). Os autores sugerem que PrP° seja capaz de se redistribuir na membrana
antes de sofrer endocitose, deixando os dominios “rafts” e entdo, seguir a via
dependente de clatrina. Além disso, foi demonstrado que a internalizagdo de PrP® é
direcionada pela regido N-terminal da proteina e que o motivo GPI ndo tem participacao
neste processo (Sunyach e cols., 2003). Na literatura, outras proteinas ancoradas por
GPI também foram associadas a processos de endocitose dependente de clatrina
(Rijnboutt e cols., 1996; Vilhardt e cols., 1999; Grunfelder e cols., 2003). Um exemplo
¢ o receptor de urocinase (UPAR) que se encontra distribuido randomicamente na
membrana e quando ativado ¢ capaz de se associar ao LRP (proteina relacionada ao
receptor de LDL), consequentemente sofrendo endocitose dependente de clatrina e

sendo direcionado a endossomas primarios juntamente com LRP (Czekay e cols., 2001).
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A regido N-terminal de PrP® parece estar relacionada também a sinaliza¢do para
trafego intracelular desta proteina e consequente direcionamento para a membrana
plasmatica, além da modulagao da endocitose (Nunziante e cols., 2003).

Pauly e Harris (1998) demonstraram que concentragdes micromolares de cobre
induziam endocitose de PrP® de galinha e que esta internaliza¢do dependia da presenca
da regido N-terminal de PrP°. Cobre também foi capaz de induzir endocitose de PrP° de
camundongo dependente da regido N-terminal (Perera & Hooper, 2001; Lee e cols.,
2001), corroborando a hip6tese de PrP° estar relacionada ao metabolismo deste ion.

PrP® expresso em excesso pelas células ou com conformagio inadequada esta sujeito
a um sistema de “controle de qualidade” e ¢ direcionado ao citoplasma para degradagao
pelo proteassoma (Ma & Lindquist, 2001; Yedidia e cols., 2001). Em seguida, foi
demonstrado em células N2a que PrP° direcionado para o citoplasma através de
transporte retrogado pode ser citotoxico se o sistema de proteassoma estiver inibido (Ma
e cols., 2002 ). No entanto, mais recentemente, outro grupo demonstrou que em cultura
primaria de neurdnios humanos PrP° citossolico ndo é neurotdxico e na verdade,
apresenta efeito neuroprotetor contra apoptose (Roucou e cols., 2003).

PrP® encontra-se distribuido na membrana plasmatica, Golgi (Negro e cols., 2001;
Ivanova e cols., 2001; Magalhaes e cols., 2002) e em estruturas intracelulares parecidas
com endossomas (Laine e cols., 2001; Magalhaes e cols., 2002). Sunyach e cols. (2003)
detectaram PrP® em organelas positivas para transferrina em neurdnios, sugerindo que a
via cléssica dependente de clatrina poderia estar envolvida no processo de endocitose e
trafego desta proteina. As organelas nas quais PrP° trafega durante este percurso entre
membrana plasmatica e Golgi ainda ndo estdo definidas. Proteinas da familia Rab,
pequenas GTPases responsaveis por coordenar etapas do transporte e motilidade de
organelas intracelulares, funcionam como marcadores destas organelas e das etapas de
trafego e sdo ferramentas uteis na identificacdo destas vias (revisto por Zerial &
McBride, 2001). GFP-PrP° internalizado encontra-se em organelas positivas para um
mutante de Rab5, sugerindo sua presenca em endossomas primarios (Magalhaes e cols.,
2002).

Portanto, as rotas de internalizagio e trafego de PrP° ainda ndo estdo definidas; a via
classica dependente de clatrina parece ter participacdo, mas alguns dados também
apontam para mecanismos indenpendentes de clatrina, como caveolae. Mais estudos

serdo necessarios para definir qual ou quais mecanismos sdo responsaveis pela
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endocitose de PrP° e por quais organelas esta proteina trafega durante o seu processo de
reciclagem para a membrana e também degradag¢do em lisossomas.

Recentemente, moléculas de PrP® em fusdo com GFP (“Green fluorescent protein™)
tém sido geradas, apresentando distribui¢ao idéntica a proteina nativa e possibilitando
uma nova ferramenta para o estudo da localizacdo e trafego desta proteina, evitando os
problemas de fixagdo e “cross-linking” de anticorpos (Lee e cols., 2001; Ivanova e cols,
2001; Negro e cols., 2001; Lorenz e cols., 2002; Magalhaes e cols., 2002).

Uma das etapas deste projeto consiste no uso de GFP-PrP® e mutantes dominantes
negativos de proteinas Rab e outras proteinas relacionadas a endocitose para avaliacdo

da internalizagdo e trafego desta proteina em células vivas.

1.5 - Proteina prion “scrapie” ou PrP* ou PrPres:

O termo “prion” denomina o agente infeccioso de uma série de doengas,
caracterizadas por neurodegeneracdo espongiforme e proliferagdo de células da glia.
Viarios estudos demonstraram que o agente causador da doenga “scrapie” era resistente a
tratamentos que danificam 4cidos nucléicos, porém era inativado irreversivelmente por
alcalis. Além disso, a sensibilidade deste agente a proteases sugeriu que ele deveria
conter uma proteina que seria necessaria a infectividade. Este agente apresentou
heterogeneidade no tamanho, em geral pequeno; e caracteristicas hidrofobicas. Juntos,
estes dados levaram Prusiner a propor o termo “prion” (do inglés: proteinaceous +
infectious) para denotar pequenas particulas protéicas infecciosas, resistentes a
tratamentos que modificam &cidos nucléicos (Prusiner, 1982). Logo depois, Bolton e
cols. (1982), através da purificagdo de prions a partir de cérebro de hamster infectado
com scrapie, identificaram uma proteina com massa molecular variando de 27 a 30 kDa.
Esta proteina apresentou resisténcia a tratamento com proteinase K, podendo ser
detectada em cérebro de animais infectados apods digestdo com esta enzima, mas nao foi
detectada em cérebro de animais sadios submetido ao mesmo tratamento. Mais tarde, o
gene para esta proteina foi identificado e sua seqiiéncia nao apresentou nenhuma
diferenca entre animais infectados e sadios (Basler e cols., 1986). Estes dados mostram
que a proteina prion scrapie, conhecida como PrP*, é codificada no genoma do proprio

hospedeiro independentemente da doenga e portanto, sugere que eventos pos-

15



traducionais seriam responsaveis pelas diferengas entre a isoforma celular (PrP°) e a
isoforma relacionada a doencga (PrP*).

Como ja mencionado, uma das principais caracteristicas da proteina prion infecciosa
¢ sua resisténcia parcial a proteinase K. Esta proteina é capaz de resistir a um tratamento
com 50pg/ml de proteinase K (PK) a 37°C por 2 horas sem nenhum prejuizo em sua
capacidade infecciosa (Mckinley e cols., 1983; revisto por Prusiner, 1998). Sob estas
condig¢des, 67 aminoacidos da regido N-terminal da proteina sdo degradados resultando
na molécula que ficou conhecida como PrP 27-30, devido a variagdo de sua massa
molecular. PrP 27-30 corresponde entdo a por¢do da proteina prion scrapie que €
resistente a PK e capaz de manter infectividade (revisto por Prusiner, 1998). A presenca
desta proteina depois de tratamento proteolitico ainda ¢ o método bioquimico padrao
para identifica¢do de infec¢do por prion (revisto por Aguzzi & Polymenidou, 2004). O
termo PrPres (res proveniente de resistente a PK) foi proposto como um nome mais
geral, abrangendo PrPs relacionadas a diversas doengas por prion (Caughey e cols.,
1990).

Outra diferenca marcante entre PrPres e PrPsen estd relacionada a estrutura
secundaria da molécula. Enquanto PrPres ¢ composta predominantemente por folhas
beta-pregueadas (47%) e cerca de 17% de alfa hélices, PrPsen apresenta 42% de alfa
hélices e apenas 3% de folhas beta (Caughey e cols., 1991; Pan e cols., 1993). Estes
dados sugerem que a proteina prion celular (PrPsen ou PrP) sofre alteragdes de
estrutura secundaria para se converter na isoforma infecciosa (PrPres ou PrP*).

Esta estrutura rica em folhas beta possibilita que PrPres forme agregados conhecidos
como amildide (Prusiner e cols., 1983) e representa uma estrutura tipica de outras
proteinas capazes de formar amiloides (Glenner e cols., 1974).

Além disso, PrPres ¢ insolivel em detergentes ao contrario de PrPsen (Meyer e
cols., 1986), se acumula enquanto PrPsen recicla rapidamente (Caughey & Raymond,
1991; Borchelt e cols., 1992) e o padrao de distribui¢do de PrPres no cérebro é bem
diferente da distribui¢do de PrPsen (Taraboulos e cols., 1992).

Existem diferentes cepas de PrPres, o que significa no caso deste agente infeccioso,
que uma mesma seqiiéncia de aminoacidos ¢ capaz de gerar e propagar informagdes
diferentes. Diferentes cepas acarretam diferentes tempos de incubagdo, propor¢do de
formas glicosiladas, conformacao, grau de agregacdo e resisténcia a PK. Algumas
poucas evidéncias sugerem que as propriedades de cada cepa estdo codificadas em sua

estrutura terciaria, que pode apresentar alteracdes conformacionais discretas ou
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diferencas nos estado de agregacdo (revisto por Prusiner, 1998; Caughey, 2003). Estas
diferencas no estado de agregacdo de PrPres poderiam gerar diferengas na habilidade de
catalizar a conversao e levar a distribui¢do em diferentes regides do cérebro produzindo

neuropatologias distintas (revisto por Soto & Castilla, 2004).

1.6 - Doencas causadas por Prion ou Encefalopatias Espongiformes

Transmissiveis:

As doencas causadas por prion sdo também conhecidas como Encefalopatias
espongiformes transmissiveis € acometem varias espécies, entre elas, o homem (Tabela
1) (revisto por Prusiner, 1998; Harris, 1999). Sdo doencgas mediadas pela modificagdo
conformacional da proteina prion celular e podem apresentar formas esporadica,
genética e infecciosa (revisto por Prusiner, 1998; Harris, 1999). Exames microscopicos
revelam perda de neuronios, formacdo de vactolos e proliferacido de células da glia em
cérebros de pessoas infectadas, gerando aspecto espongiforme caracteristico destas
doengas (revisto por Prusiner, 1998). A maioria dos humanos afetados por prions
apresenta um quadro de deméncia progressiva, embora alguns também possam
manifestar ataxia cerebelar; ja ovelhas e bovinos doentes geralmente apresentam ataxia
(revisto por Prusiner, 1998).

Formas esporadicas de doencgas por prion representam a maioria dos casos de CJD e
possivelmente alguns dos casos de GSS. Nestes casos, ndo ha um agente etioldgico
genético ou infeccioso 6bvio e especula-se que a formagdo de PrPres ocorra devido a
conversdo espontanea de PrPsen para PrPres ou alguma mutagcdo somatica ainda ndo
detectada que favoreca esta conversao (revisto por Prusiner, 1998; Harris, 1999).

Doengas pridnicas de origem genética representam cerca de 10% dos casos de CJD ¢
quase todos os casos de GSS e FFI. Nestes casos, foram detectadas mutagdes em células
germinativas no gene de PrP que parecem favorecer a conversao espontinea de PrPsen
para PrPres. Inser¢des de 1 a 9 copias do octapeptideo foram detectadas na regido N-
terminal e associadas a CJD. Mutagdes pontuais na regido C-terminal foram
relacionadas a CJD, GSS e FFI. Além disso, um polimorfismo no cdédon 129, podendo
codificar valina ou metionina, pode influenciar profundamente as caracteristicas da
doenga causada por mutagdes em outras regides da molécula (revisto por Prusiner,

1998; Harris, 1999).
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As doencas de origem infecciosa incluem Kuru que era transmitida através de rituais
canibalistas na Nova Guiné. Outras fontes de prion que geraram iCJD incluem
instrumentos cirargicos esterelizados de forma inapropriada, corneas usadas em
transplantes ¢ administragdo de hormonios derivados de pituitaria cadavérica. Mais
recentemente, evidéncias epidemiologicas, bioquimicas e histologicas sugerem que o
aparecimento de vCJD, uma variante de CJD afetando principalmente adolescentes e
jovens, ocorreu devido a transmissdo de prions bovinos (BSE) para humanos (revisto
por Prusiner, 1998; Aguzzi & Polymenidou, 2004).

Recentemente foi sugerido que os niveis de infectividade no sangue poderiam ser
suficientes para causar infec¢ao e, portanto existiria o risco de transmissao de doengas
pridnicas através da transfusdo sanguinea. De fato, Hunter e cols. (2002) demonstraram
que ovelhas que receberam transfusdo de sangue proveniente de ovelha infectada com
BSE em fase ainda assintomatica da doenca foram infectadas com BSE. Estes dados
alertam para o risco de infec¢do através de produtos do sangue, especialmente no Reino
Unido, onde existe ainda o niimero desconhecido de pessoas infectadas com vCJD
devido ao consumo de carne infectada com BSE. Importante ressaltar que devido a
longa fase pré-clinica da doenca, estes individuos poderiam atuar como carreadores
assintomaticos do agente infeccioso. No entanto, ainda sdo necessarios mais estudos
para avaliacdo deste risco.

Importante ressaltar que independente da origem, todas estas doencas sdo
transmissiveis e ocorrem devido a conversdo de PrPsen para PrPres e posterior acimulo

de PrPres (revisto por Prusiner, 1998).
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Tabela 1: Alguns exemplos de doengas causadas por prion:

Doenca Hospedeiro Patogénese
Kuru Aborigenes Nova Guiné | Infecgdo através de rituais canibalistas
iCJD Humanos Infec¢do por transplantes ou uso de hormonios
proveniente de fonte infectada
vCID Humanos Infeccdo por prion bovino??
fCJD Humanos Mutagdes em linhagem germinativa do gene PrP
sCID Humanos Mutacdo somdtica ou conversao espontanea de
PrPsen — PrPres.
GSS Humanos Mutagdes em linhagem germinativa do gene PrP
FFI Humanos Mutagdes em linhagem germinativa do gene PrP
(D178N, M129)
scrapie Ovelhas Infecgdo de ovelha geneticamente suscetivel.
BSE Bovinos Infeccao por ingestdo de carne contaminada por
prion
CWD Cervideos Desconhecida

CJD: do inglés: “Creutzfeldt-Jakob Disease”; iCJD: CJD iatrogénica; vCID: CJD
variante; fCJD: CJD familiar; sCJD: CJD esporadica (do inglés: “sporadic CJD”); GSS:
Gerstmann-Straussle-Sheinker; FFI: insonia familiar fatal (do inglés: “Fatal Familial
Insomnia”); BSE: encefalopatia espongiforme bovina (do inglés: “Bovine Spongiform
Encephalopathy”); CWD, do inglés: “Chronic Wasting Disease”. (Adaptado de Prusiner
SB, 1998).
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1.7 - Conversao “PrPsen »>PrPres”:

As duas isoformas de PrP apresentam a mesma sequéncia primdria e as mesmas
modifica¢des pos-traducionais, sendo que a conversdo de PrPsen para PrPres representa
uma alteragdo exclusivamente conformacional (revisto por Prusiner, 1998; Harris,
1999). Na tentativa de esclarecer os mecanismos de conversdo destas duas isoformas,
Scott e cols. (1989) demonstraram que camundongos transgénicos, expressando PrPsen
de hamster, quando inoculados com PrPres desta espécie se tornavam susceptiveis a
infecdo por prion de hamster, desenvolviam placas amildides e degeneragdo
espongiforme com o tempo de incubacgdo caracteristico da doenca em hamsters e
acumulavam PrPres de hamster. Estes dados sugeriram que o gene de PrP era capaz de
modular susceptibilidade, tempo de incubagdo e neuropatologia da doenca. Mais tarde,
Bueler e cols. (1993) demonstraram que animais que nao expressam PrPsen eram
resistentes a infec¢do por prion. E em seguida, Kocisko e cols. (1994) desenvolveram
sistemas de conversdo “in vitro”, onde moléculas de PrPsen marcadas radioativamente e
PrPres eram misturadas e entdo PrP resistente a proteinase K e marcado radioativamente
podiam ser detectados. Juntos, estes dados indicam que uma interacdo fisica bastante
especifica deve ocorrer entre as duas isoformas para que haja propagacao de PrPres
durante o processo de infec¢ao.

Embora os sistemas de conversdo “in vitro” reproduzam em parte o processo de
propagacao de prions, incluindo a especificidade entre espécies e cepas, ¢ bastante
ineficiente na produgdo de PrPres e requer um excesso de pelo menos 50 vezes mais
PrPres que PrPsen no inicio da reagdo, condi¢do esta que ¢ exatamente a oposta do que
ocorre “in vivo” (revisto por Harris, 1999; Caughey, 2001). Além disso, PrPres gerado
“in vitro” ndo apresenta infectividade (Hill e cols., 1999; Caughey e cols., 2001).
Portanto, a possibilidade de co-fatores celulares serem necessarios durante o processo
de conversao ndo pode ser descartada (revisto por Harris, 1999). Glicosaminoglicanos
(GAGs) podem interagir com as duas isoformas de PrP e portanto sdo um co-fator
potencial para o processo de conversdo (Caughey & Baron, 2002; revisto por Caughey,
2003). De fato, GAG apresenta um efeito inibitorio na formagao de PrPres em células
infectadas e animais (Caughey & Raymond, 1993), porém ¢ capaz de estimular
formagao de PrPres em sistemas de conversdo “in vitro” (Wong e cols., 2001). Para

explicar esta discrepancia, os autores propdem que no sistema celular, a adicdo de
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GAGs exoOgenas gera competicdo entre 0s GAGs (endogeno e exdgeno) por sitios de
interacdo e isto levaria a inibi¢ao da formagao de PrPres. Por outro lado, no sistema “in
vitro”, a adi¢do de GAGs exdgenos complementaria o sistema e portanto a formagao de
PrPres seria estimulada (Caughey & Baron, 2002; revisto por Caughey, 2003). Também
foi descrito que RNAs de mamiferos podem estimular a formagao de PrPres “in vitro”
(Deleault e cols., 2003). Cordeiro e cols. (2001) também demonstraram que moléculas
de DNA podem interagir com a proteina prion celular e converté-la na isoforma rica em
folhas beta.

A interacdo PrPres-PrPsen, necessaria a conversao, parece ser inibida ou até mesmo
bloqueada quando peptideos correspondentes a regido C-terminal de PrPsen sdo
adicionados no sistema de conversdo “in vitro”, prevenindo a forma¢do de PrPres
(Horiuchi e cols., 2001). Os autores sugerem que as regides entre os aminodcidos 109-
141, 166-179 e 200-223 podem ter participagdo importante na interagdo PrPsen-PrPres.
Estes dados confirmam estudos anteriores feitos com anticorpo anti PrP (epitopo entre
os aminoacidos 219-232) que inibiu a interagdo PrPsen-PrPres. Entretanto, a remog¢ao
deste epitopo da molécula de PrPsen ndo teve o mesmo efeito, sugerindo que a inibi¢ao
dessa interacdo envolvia outras sequéncias que poderiam estar sofrendo impedimento
estérico devido a ligagao do anticorpo. As sequéncias entre os aminodcidos 119-138,
165-174 e 206-223 correspondem a regido proxima ao sitio de ligacdo do anticorpo que
poderiam estar envolvidas no processo (Horiuchi & Caughey, 1999). Além desses,
experimentos com proteina prion quimérica de hamster e camundongo também
sugeriram que esta regido tivesse envolvida na interagdo PrPsen-PrPres (Scott e cols.,
1992) e outros mostraram que uma mudanca num Unico residuo de aminoécido (138)
em PrPsen de hamster podia bloquear o processo de conversdo (Priola & Chesebro,
1995). Portanto, ¢ necessaria uma alta homologia nesta regido para que ocorra
conversao, talvez explicando a barreira entre espécies neste processo.

Como a estrutura tri-dimensional de PrPres ainda nao ¢é conhecida, ¢ dificil
determinar o mecanismo de conversdo entre as duas isoformas. No entanto, alguns
dados mostram que somente PrPres presente em agregados e polimeros induzem a
conversao e¢ que PrPres recém convertido permanece ligado a estes agregados,
apontando para um mecanismo de polimeriza¢gdo nucleada, autocatalitica em que PrPres
funcionaria como molde para a formagdo de novas moléculas (revisto por Caughey,
2001; 2003). Este mecanismo ja ¢ bem estabelecido para propagacido de prions de

levedura e formacao de amildides em processos neurodegenerativos como Alzheimer. O
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mecanismo de polimerizagdo protéica nucleada apresenta duas fases, i) a conversao
espontanea de moléculas mutantes de PrPsen para PrPres e associagdo dos mondmeros
para formagao de um nucleo estavel (esta etapa deve ser importante para determinacao
do tempo de incubacdo no caso das doengas de origem genética e inexistente no caso de
origem infecciosa) e ii) a mais importante etapa corresponde a conversdao de PrPsen
induzida por PrPres, andloga ‘a fase de crescimento em polimerizagdes nucleadas
(revisto por Caughey, 2001; 2003).

Assim como o mecanismo de conversdo induzido por PrPres, as organelas
envolvidas no processo também ndo estio esclarecidas. Alguns trabalhos mostram que a
conversao poderia ocorrer tanto na membrana plasmatica como em organelas
endociticas (Caughey & Raymond, 1991; Caughey e cols., 1991; Borchelt e cols., 1992)
e que depois PrPres se acumularia em lisossomas (Caughey e cols., 1991). Por outro
lado, outros trabalhos mostram que PrPres pode se localizar na superficie da célula em
“rafts” (Vey e cols., 1996). Como tanto PrPsen quanto PrPres podem ser distribuidos
em “rafts” (Vey e cols., 1996; Nasvlasky e cols., 1997) e deplecdo de colesterol ou
esfingolipideos altera a formagdo de PrPres (Taraboulos e cols., 1995; Naslavsky e
cols., 1999), especula-se que estes dominios de membrana sejam o sitio para conversao
PrPsen-PrPres.

Estudos de conversdo “in vitro” em condi¢des proximas as fisiologicas sem agentes
desnaturantes ou detergentes e com PrPsen com ancora de GPI e associado a membrana
demonstraram que a conversdao de PrPsen ndo ¢ eficiente se PrPsen e PrPres ndo estdo
inseridos em membranas contiguas (Baron e cols., 2002). Estes dados demonstram que
num processo de infeccdo, PrPres precisa se inserir na membrana para promover
conversao. Além disso, os autores demonstraram que a conversao foi mais eficiente em
pH neutro sugerindo que os possiveis sitios para conversdo seriam a membrana ou
endossomas primarios (Baron e cols., 2002).

Como foi dito, casos esporadicos e genéticos das doengas sugerem conversao
espontanea ou mutacdes em PrPsen que facilitem a conversdo sem a necessidade de
interagdo inicial com PrPres. Foi demonstrado que PrPsen em células com atividade de
proteassoma bloqueada por drogas ¢ transportado para o citoplasma e pode assumir uma
conformacdo parecida com PrPres (resisténcia a PK e formacdo de agregados). Além
disso, mesmo apds remog¢ao dos inibidores e recuperacdo da atividade de proteassoma
as células matinham a formag¢do de novas moléculas de PrPres sugerindo a

autopropagacdo das mesmas (Ma & Lindquist, 2002). Os autores também
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demonstraram que um mutante de PrP relacionado a uma doenga prionica de origem
genética apresenta uma alta taxa de transporte retrogado para o citoplasma e produgdo
de moléculas de PrPres. Estes dados sugerem que no processo de conversao espontianea
os “sistemas de controle de qualidade das células” como o proteassoma podem ter

fundamental importancia.

1.8 - Hipotese de apenas proteina como agente infeccioso:

J.S. Griffith (1967) sugeriu pela primeira vez que scrapie era transmitido por uma
proteina que tinha capacidade de se replicar. Mais tarde, Prusiner (1982) propds o
conceito de prion, em que uma proteina era o agente infeccioso com capacidade de
causar uma série de doencas, que ainda hoje ¢ alvo de debates (revisto por Soto &
Castilla, 2004).

As evidéncias a favor desta hipotese sdo muito fortes, ja que PrPres copurifica com a
infectividade e esta s6 ¢ reduzida com tratamentos que alteram estrutura protéica ou
anticorpos anti-PrP (Gabizon e cols., 1988); camundongos que ndo expressam PrPsen
sdo resistentes a infec¢do por prion (Bueler e cols., 1993) e talvez a mais importante; a
conversao de PrPsen em PrPres pode ser detectada em sistemas “in vitro” usando
PrPsen e PrPres purificados (Kocisko e cols., 1994).

No entanto, existem ainda alguns pontos que precisam ser esclarecidos. O principal
deles ¢ a falta de infectividade em amostras de PrPres gerado “in vitro” ( Hill e cols.,
1999; Caughey e cols., 2001) e a existéncia de diferentes cepas (revisto por Soto &
Castilla, 2004). Recentemente, Legname e cols. (2004) demonstraram que PrP
recombinante de camundongo polimerizado “in vitro” em fibrilas foi capaz de infectar
camundongos geneticamente modificados. O extrato do cérebro destes camundongos
apresentou PrPres e foi capaz de causar infec¢do em camundongos de duas linhagens
distintas. Entretanto, nestes estudos foram usados camundongos geneticamente
modificados, superexpressando uma proteina prion celular truncada e existe a
possibilidade disto ser suficiente para gerar a doenga com um tempo de incubacao
longo. Neste caso, experimentos usando animais normais seriam a comprovacao final
do conceito prion. Portanto, mais estudos sdo necessarios pra comprovar a geracao “in

vitro” de infectividade e esclarecer a diversidade de cepas de prion.
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1.9 - Infeccgio e trafego de PrPres:

Existe pouca informagdo de como as células sdo capazes de internalizar PrPres
durante o estagio inicial de infeccao ou sobre o trafego desta proteina dentro da célula
(revisto por Harris, 1999). Como mencionado anteriormente, especula-se que o sitio de
conversao possa ser os dominios “rafts” na membrana plasmatica ou endossomas
primarios (Caughey & Raymond, 1991; Baron ¢ cols., 2002; Vey e cols., 1996), o que
sugere que o trafego de PrPres possa ser importante para o desenvolvimento da doenca.

Estudos em células expressando PrPs mutantes sugerem que o primeiro passo da
conversao durante a sintese de novas moléculas de PrP deve acontecer no reticulo
endoplasmatico, onde as proteinas se tornam resistentes a fosfolipase C (caracteristica
de PrPres), ja a insolubidade a detergentes e resisténcia a protease sao adquiridas depois
que a proteina chega a membrana ou em compartimentos endociticos (Daude e cols.,
1997; revisto por Harris, 1999). Outro trabalho mostrou um aumento na formagao de
PrPres, quando PrPsen ¢ sujeita a transporte retrogrado em direcdo ao reticulo
endoplasmatico, devido a expressao do mutante constitutivamente ativo da proteina
Rab6 (Béranger e cols., 2002). Juntos, estes trabalhos sugerem que o reticulo
endoplasmatico, endossomas primarios e “rafts” podem estar envolvidos no processo de
conversao, salientando a importancia do trafego desta proteina para o entendimento do
processo de infec¢do, propagacao e desenvolvimento de patologias.

No caso das doencas de origem infecciosa, prion deve ser capaz de se propagar do
ponto da infec¢do (normalmente periférico) até o sistema nervoso central, onde a
patologia se densenvolve. Para isto a transferéncia de PrPres entre diferentes células
assume grande importancia. PrPsen e PrPres sdo capazes de transitar de uma célula pra
outra de uma maneira dependente de contato celular (Kanu e cols., 2002; Liu e cols.,
2002) e um trabalho recente demonstrou que PrPres pode ser liberado por células
associado "a exossomas (Fevrier e cols., 2004). Exossomas sdao vesiculas membranosas
de origem endossomal com tamanho variando entre 50 ¢ 90 nm que representam uma
nova forma de comunicacao celular. Os exossomas se originam de endossomas tardios e
como ja foi demonstrado que PrPres pode se acumular em endossomas tardios e
lisossomas, este pode ser o ponto de associacdao de PrPres com estas vesiculas (Fevrier e
cols., 2004). A proxima etapa seria a liberagdo destas vesiculas e uma vez, no espago

extracelular, os exossomas poderiam se associar a células proximas e talvez por fusao
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de membrana, como também ja foi sugerido (Baron e cols.,2002), a molécula de PrPres
seria inserida nesta célula e promoveria conversio de PrPsen, propagando a

infectividade.
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2 — Objetivos:

Avaliar o mecanismo de endocitose e o trafego intracelular de PrPsen (PrP°) e

PrPres (PrP*) e possiveis proteinas envolvidas que possam afetar estes processos.

Objetivos especificos:

1- Avaliagao do papel do cobre na endocitose de GFP-PrP°.

2- Determinagdo da regido em PrP® importante na endocitose induzida por cobre
através de PrP° mutante.

3- Determinagdo da localizagio subcelular de GFP-PrP°.

4- Avaliagdo da internalizagdo de GFP-PrP® através do uso de mutantes como
dinamina K44A e AP180 .

5- Acompanhar o processo de infeccdo e trafego intracelular de PrPres

fluorescente.
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3 — Material e Métodos:

3.1 - Construc¢ao dos plasmideos:

As construgdes foram feitas no Instituto Ludwig por Kil Sun Lee e Vilma R Martins
(Lee e cols., 2001). O vetor de expressao utilizado foi o pEGFP (Clontech, Fig.2) O
peptideo sinal de PrP° foi clonado a 5° do gene de GFP e o restante do gene de PrP® foi
clonado em fusdo a 3’de GFP entre os sitios de restricdo EcoRI e BamHI (Fig. 3).
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Figura 2: Mapa de restricdo e multiplo sitio de clonagem (MCS) do
vetor de clonagem e expressao pEGFP-CI1. Os sitios unicos de restrigcao
estdo em negrito. Quando clonado no MCS deste vetor, o gene da
proteina de interesse ¢ expresso como uma proteina de fusdo ligada a

EGFP (Enhanced Green Fluoprescent Protein).
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Fig. 3: Representacao esquematica das construcdes. A caixa hachurada representa o
peptideo sinal que foi clonado a 5’de GFP (verde) e a caixa branca representa a regido
dos aminoacidos 23 a 254 de PrP° e a linha pontilhada destaca a delegdo que vai do

residuo 32 ao 121 na constru¢do do mutante.

As demais construgdes usadas no projeto foram gentilmente cedidas por outros
grupos. Dinamina [ WT e mutante K44A (Zhang e cols., 1997) foram cedidas pelo Dr.
Marc G. Caron (Department of Cell Biology, Duke University). GFP-GPI (Nichols e
cols., 2001) e AP180-C (Ford e cols., 2001) que codifica a regido C-terminal da
proteina adaptadora AP180 foram cedidos pelo Dr. Benjamin J. Nichols (MRC
Laboratory of Molecular Biology, UK). As constru¢des de GFP-Rab7 WT e mutantes
foram cedidos pelo Dr. Stephen S. G. Ferguson (J. P. Robarts Research Institute and
Department of Physiology, University of Western Ontario). O transportador vesicular
de acetilcolina em fusdo com GFP (GFP-VAChT) foi descrito anteriormente (Santos e

cols., 2001).

3.2 - Cultura de células e transfeccao:

As células SN56 foram gentilmente cedidas pelo Prof. Bruce Wainer, Department of
Pathology, Emory University school of Medicine, Atlanta, GA. Células SN56 sao
células derivadas da fusdo de neurdnios do septo com células de neuroblastoma da

linhagem NI18TG2 que apresentam uma série de caracteristicas colinérgicas como
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expressao de proteinas de vesiculas sinapticas e canais de calcio (Barbosa e cols., 1999).
Essas células sdo mantidas em DMEM ou OptiMEM (Invitrogen) suplementado com
10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina/estreptomicina ¢ 1 mM de glutamina.
Células N2a infectadas com cepa 221 de prion de camundongo sdo cultivadas em meio
OptiMEM (Invitrogen) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de
penicilina/estreptomicina ¢ 1 mM de glutamina. Todas as linhagens celulares sdo
mantidas a 37°C em atmosfera umedecida com 5% CO,. Células SN56 foram repicadas
na propor¢do 1:10 a cada 4 dias e N2aPS/22L foram repicadas na mesma proporg¢ao a
cada 3 dias.

Para o método de transfeccdo baseado em lipossomas catidnicos (Lipofectamina
2000, Gibco); as células foram plaqueadas sobre laminulas de vidro (22mm X 22mm)
numa densidade de 5 x 10* células por laminula, 24 horas antes da transfeccdo e
mantidas em meio contendo 10% de soro. Geralmente, lug de DNA foi usado
juntamente com 2,5ul de lipofectamina para cada placa, no entanto em experimentos de
co-transfe¢do foram usados de 3 a 4ug de DNA por placa (com aumento equivalente de
lipofectamina) na proporgdo de 1:2 para GFP-PrP° ou GFP-GPI e dinamina I WT ou
Dinamina K44A ou 1:4 para GFP-PrP° ¢ AP180-C. Quatro horas ap0s a transfec¢io as
células foram diferenciadas por 48 horas com ImM de dibutiril cAMP em meio sem
soro e visualizados em Microscopio Confocal. Para a transfec¢do usando Effectene
(Qiagen), Células N2aPS/22L e SN56 foram plaqueadas em placas de 35mm (6-well —
Costar) ou placas Delta T (Bioptechs) na propor¢ao de 1:20. As células N2aPS/22L
foram transfectadas no dia seguinte com 1ug de DNA (GFP-Rab7 WT e mutantes) ¢ 20
ul de effectene. Ja as células SN56 foram diferenciadas por um dia em meio sem soro
com 1mM de dibutiril cAMP antes da transfec¢do com 500ng de DNA (GFP-Rab7
Q67L ou GFP- VAChHT) e 12,5ul de effectene. As células transfectadas em placas de
35mm foram mantidas por 4 dias e entdo, lisadas para deteccdo de PrPres. As células
transfectadas em placas Delta T foram visualizadas em microscopio confocal em

diferentes dias depois da transfec¢ao (protocolos descritos pelos fabricantes).

3.3 - Ensaio de internaliza¢io de PrP‘:

Apds 48 horas de transfecgdo com GFP-PrP® e GFP-PrPA32-121 ou co-transfecgio
com GFP- PrP¢ e dinamina K44A ou dinamina WT ou AP180, as células SN56 foram
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levadas ao microscopio confocal. As células foram perfundidas com meio MEM
(GIBCO) na auséncia ou presenga de 100, 250 ou 500uM de cobre. As imagens foram
adquiridas nos tempos 0, 5, 15 ¢ 30 ou 0, 2, 5, 10 minutos depois do comeco da
perfusdo. A andlise quantitativa destes experimentos foi feita usando o programa
Metamorph (Universal Imaging Corporation, Downingtown, PA). Para isso, nos
delimitdvamos manualmente as areas de interesse (no caso, membrana plasmatica,
regido perinuclear ¢ toda a célula) e o programa nos fornecia os valores totais da
fluorescéncia daquela 4rea e esta analise era repetida para as imagens adquiridas nos
tempos seguintes. Este processo de delimitagdo manual da area foi repetido duas vezes
para cada secdo Optica e a variacdo foi menor que 3%. A intensidade da fluorescéncia de
cada regiao foi expressa como uma porcentagem da fluorescéncia total da célula para
cada um dos tempos e a variagdo da fluorescéncia foi normalizada em relagdo a

porcentagem da fluorescéncia da primeira imagem obtida (tempo zero).

3.4 - Marcacido de organelas em SN56 com Bodipy-TR,

Transferrina, Lysotracker, toxina da colera, Dextran e FM4-64:

Para a marcacdo com Bodipy-TR (vermelho) ou FL (verde), as células foram
lavadas com meio HBSS/HEPES (137mM de NaCl, 4mM de KCI, 1,2mM de MgSOs,,
2mM de CaCl,, 10mM de glicose e 25mM de HEPES) 48 horas apds a transfec¢do e
incubadas por 30 minutos a 4 C com 5uM de bodipy-TR/BSA ou 1,25uM de bodipy-FL
(Molecular Probes). As células foram novamente lavadas com meio HBSS/HEPES
gelado e incubadas por mais 30 minutos a 37 C. Depois desta incubagdo, as células
foram novamente lavadas e visualizadas no microscopio confocal, onde as imagens
foram adquiridas.

Para a marcagdo de endossomas, as células foram incubadas por no minimo 2 horas
na auséncia de soro e entdo, transferrina-alexa568 ou -alexa488 (Molecular Probes) foi
adicionada ao meio de cultivo das células numa concentragdo final de 40ug/ml. Apos
20-40 minutos de incubacio a 37 'C, as células foram lavadas 3X com PBS 1X (58mM
de Na,HPO,4, 17mM de NaH,PO4 ¢ 68mM de NaCl) e fixadas em paraformaldeido 3%
por 20 minutos a temperatura ambiente ou mantidas em meio de cultura sem soro para

visualiza¢do no microscopio confocal.
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A marcagio de lisossomas foi feita incubando as células por 40 minutos a 37 C com
100nM LysoTracker Green DND-26 (Molecular Probes) em meio de cultura. Em
seguida, as células foram lavadas com o meio de cultura e visualizadas em microscopio
confocal.

A subunidade B da toxina da colera—alexa488 foi usada pra marcar “rafts” na
membrana e vesiculas provenientes de endocitose dependente destes. Para isso, as
células foram incubadas com 5pg/ml de célera toxina por 30 minutos a 37 C. As
células foram entdo lavadas em meio de cultura e levadas ao microscopio.

Dextran-alexa flior 488 (10,000MW) foi usado como marcador de endocitose de
fase fluida e portanto, de endossomas tardios e lisossomas. As células foram incubadas
com 500ug/ml por 12 horas a 37 °C em meio de cultura. As células foram entdo lavadas
e visualizadas.

O corante anfipatico FM4-64 também foi usado para marcar organelas endociticas.
Para isso, ele foi adicionado diretamente ao meio de cultura das células numa
concentragio final de 16uM. Apés 20 minutos de incubagdo a 37 'C, as células foram

lavadas em meio MEM (Sigma) por 3X e levadas ao microscopio confocal.

Tabela 2: Comprimentos de onda de absorcdo e emissdo dos marcadores

fluorescentes utilizados:

Marcador fluorescente Absorcao (nm) Emissao (nm)
EGFP 484 510
Alexa-568 578 603
Alexa-488 495 519
Texas Red (TR) 589 617
Fluoresceina (FL) 505 512
Green DND - 26 504 511
FM4-64 558 734
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3.5 — Tratamento de células SN56 com Brefeldin A:

Células SN56 marcadas com Bodipy-TR foram tratadas com 10pg/ml de Brefeldin
A (BFA - SIGMA) durante 30 minutos a 37 C em meio HBSS/HEPES. Em seguida, as

células foram lavadas e visualizadas em microscopio confocal.

3.6 — Tratamento de células SN56 com Cicloheximida:

Células SN56 expressando GFP-PrP° foram tratadas com 200ug/ml de
cicloheximida por 4 horas a 37°C em meio DMEM (Invitrogen). Nos ultimos 30
minutos de tratamento, o corante FM4-64 era adicionado para marcacdo de endossomas.
Entdo, as células eram lavadas 3 vezes em meio MEM (Invitrogen) e levadas ao

confocal.

3.7 — Imunoblot:

Cultura de células SN56 com cerca de 90% de confluéncia foi ressuspendida em
PBS e centrifugada a 800g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células
foram homogeneizadas em tampao de lise (100mM de Tris pH 7.4; 150mM de NaCl;
ImM de EDTA; 1% de Triton X-100; 0,1% SDS; 1% de deoxicolato de sédio e inibidor
de proteases) (Boehringer Mannheim, Indiandpolis ou coquetel de inibidores de
protease, SIGMA — Nestes experimentos foi usado o dobro da concentragdo indicada
pelos fabricantes). Extratos de cortex cerebral e de pulmao de rato foram preparados por
homogeneizacao do tecido em tampao de lise (20mM de Tris-HCl pH 7,6; 125mM de
NaCl; 10mM de EGTA e o inibidor de protease). Entdo, os restos celulares foram
separados por centrifugacio a 1.000g por 10 minutos a 4 C e o sobrenadante foi
coletado em um novo tubo. A proteina total nos extratos foi quantificada pelo método
de Bradford. Para detec¢do de clatrina (180kDa) foram aplicados 100ug de extrato de
SN56 e cortex em gel desnaturante de poliacrilamida de 8% e para detecgdo de
caveolina 1 (22kDa) foram aplicados 300ug de extrato de SN56 e 20ug de extrato de
pulmdo de rato em gel de 15% (SDS-PAGE). As proteinas foram submetidas a
eletroforese e em seguidas foram imobilizadas em membrana de nitrocelulose. As

membranas foram bloqueadas por 1 hora com 5% de leite Molico em PBS/0,1% Tween-
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20 e em seguida, incubadas com o anticorpo primario por 4 horas na mesma solugao
anterior (anticorpo monoclonal de camundongo anti-clatrina na concentracao de 1:300 e
o anticorpo policlonal de coelho anti-caveolinal na concentragdo de 1:1000 —
Transduction Labs). Os anticorpos secundarios (anticorpo anti-IgG de camundongo ou
de coelho conjugados com peroxidase — SIGMA) foram incubados na mesma solugao
por 1 hora. As proteinas detectadas foram reveladas por quimioluminescéncia usando o

kit ECL-PLUS (Amershan-Pharmacia Biotech).

3.8 — Precipitacio e deteccio de PrPres:

Células transfectadas com confluéncia de cerca de 95% foram lavadas com PBS e
lisadas em tampao de lise (PBS 1X pH 7.4; 0,5% de Triton X-100 e 0,5% de
deoxicolato de sodio). Os restos celulares foram separados por centrifugagdo a 1000g
por 5 minutos a 4 C. O sobrenadante foi removido para um novo tubo e a proteina total
foi dosada através do kit BCA (Pierce). As amostras foram normalizadas e cerca de 100
a 300pg de proteina total foi submetida a protedlise com 20pg/ml de proteinase K (PK)
por 30 minutos a 37 C. Amostras de 3 a 5ug de extrato foram separadas para detecgio
de PrP total das células sem tratamento com PK. Esta reac¢do foi bloqueada pela adi¢ao
de 1mM de PefaBloc (Roche) e incubag¢do no gelo por 5 minutos. As amostras foram
incubadas a 37 C por 10 minutos e foi adicionado o tampio PTA (4% de PTA - sodium
phosphotungstic acid, 0,17M de MgCl, e pH de 7,4 ajustado com NaOH) pré-aquecido
a 37 C para uma concentragdo final de 0,3%. As amostras foram entdo incubadas a 37 C
com agitacdo por 2 horas. Depois desta incubagdo, as amostras foram centrifugadas em
velocidade maxima usando centrifuga de mesa por 30 minutos a temperatura ambiente.
O sobrenadante foi aspirado cuidadosamente e o pellet foi ressuspendido em 12-15ul de
tampao de amostra para posterior eletroforese.

As amostras foram entdo fracionadas em gel NuPAGE 10% Bis-Tris em tampao de
corrida MES (Invitrogen). Em seguida, as proteinas foram imobilizadas em membrana
PVDF (Millipore Immunobilon-P). A membrana foi bloqueada em 1X TBS (50mM de
Tris pH 7,5; 150mM de NacCl), 0,05% Tween-20 e 5% de leite (Blotto — Biorad) durante
1 hora. Em seguida, o anticorpo primario anti-PrP D13 (anticorpo recombinante Fab
que reconhece o epitopo entre os residuos 96-106 da proteina prion - InPro

Biotechnology) foi adicionado na proporcao de 1:10.000 em TBS/0,05%Tween e 5% de
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Blotto. Ap6s 1 hora de incubagdo com o primario, a membrana foi lavada 3 vezes em
TBS/0,05%Tween e incubada por mais 1 hora com o anticorpo secundario anti-Fab
conjugado com fosfatase alcalina na proporc¢ao de 1:10.000. Depois de mais 5 lavagens
com TBS/Tween, a membrana foi incubada por 5 minutos com o substrato Attaphos
(Promega) que ¢ um substrato fluorescente da fosfatase alcalina. O excesso de Attaphos
foi removido e a membrana foi guardada protegida da luz até secar. Depois de séca, a
membrana ¢ colocada dentro de uma folha pléstica e ¢ escaneada no sistema de imagens
Storm (Amershan Biosciences — Molecular Dynamics) com o comprimento de onda
adequado para excitacdo, bem como o filtro de emissdo. Amostras de PrPres
fluorescente foram corridas em gel NuPAGE e diretamente escaneada em sistema
Typhoon (Amershan Biosciences — Molecular Dynamics) como os filtros ajustados para

detecgdo de alexa568.

3.9 — Marcacao de PrPres com alexa 568:

Preparacao de fracdo de microssomos a partir de cérebros de camundongo normal
ou infectado com Chandler PrPres com sintomas avancados da doenga foi feita como ja
descrito (Baron e col., 2002). A purificacdo de PrPres a partir de camundongo ou
hamster infectado com PrPres (Ch, 87V ou 263K) com sintomas avangados foi feita
como descrito por Raymond & Chabry (2004). Amostras de Microssomos, PrPres
purificado, fibrilas de PrP° recombinante agregado “in vitro” ou fibrilas de A/B1-42
foram incubadas com Img/ml do corante fluorescente alexa568 (Alexa fltor 568 —
Molecular Probes) para reagdo de conjugacdo. A reacdo de conjugacdo foi incubada a
temperatura ambiente no escuro por 1 hora com agita¢do periddica e entdo, guardada a
4°C no escuro. No dia seguinte, a reacdo foi centrifugada por 30 minutos a 21.000g. O
pellet foi ressuspendido em PBS estéril com 10mM de glicina para bloquear as
moléculas de corante livres e incubado a temperatura ambiente. Em seguida, o material
foi novamente centrifugado e lavado com uma solugao estéril de PBS/glicina. Na ultima
centrifugacdo, os controles, microssomos e PrPres marcados com alexa568 foram
ressuspendidos em PBS estéril e a fluorescéncia das amostras foi analisada em gel
NuPAGE 10% Bis-Tris (Invitrogen) e em seguida escaneado em sistema de imagens
Typhoon (Amershan Biosciences — Molecular Dynamics) com o comprimento de onda

adequado para excitacdo, bem como o filtro de emissao.
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3.10 — Infeccio de células SN56 com PrPres fluorescente:

Células SN56 foram plaqueadas na diluigdo 1:20 (10% de confuéncia) em placas
Delta T (Bioptechs) e no dia seguinte foram diferenciadas com 1mM de cAMP na
auséncia de soro por um dia. Em seguida, estas células foram tratadas com 16ng de
PrPres fluorescente (Chandler, Ch microssomos, 87V ou 263K) ou a quantidade
equivalente de fluorescéncia das amostras controles (fibrilas de A/B1-42 ou fibrilas de
PrP¢ recombinante agregado “in vitro”). Apds 1 hora de incubagéo, as células foram
visualizadas em microscopio confocal e apos mais 3 horas, o meio foi substituido por
meio novo com soro. As células foram colocadas de volta na incubadora e foram
visualizadas todos os dias por um periodo que variou entre 5 a 10 dias consecutivos. As
imagens foram obtidas usando um sistema confocal “Spinning-disk” UltraView da
Perkin-Elmer acoplado a um microscépio Nikon Eclipse TE-2000-S usando uma
objetiva de imersao em 6leo (60X, 1,4 N.A.) ou o sistema confocal Bio-Rad MRC 1024
acoplado a um microscopio Zeiss com uma objetiva de imersdo em agua (40X, 1,2
N.A.). Para o processamento de imagens e andlises foram usados os programas

Lasersharp (Bio-Rad), Confocal Assistant, Adobe Photoshop e Image].

3.11 — Protocolos de Bioseguranca:

Todas as técnicas envolvendo células ou material contaminado com PrPres eram
realizadas dentro de fluxo laminar. Todo o descarte liquido proveniente de cultivo de
células, imunoblots e outros era misturado a LpH (Steris Corp., St. Louis, Mo) ¢
posteriormente descartado como lixo comum. Todo o descarte solido (ponteiras,
garrafas e placas de cultura, tubos, géis e etc) era colocado em garrafas contendo LpH e

separado para ser autoclavado e posteriormente incinerado.
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4 — Resultados:

4.1 - Distribuicio de GFP-PrP° e GFP-PrPA32-121 nas células
SN56:

A proteina GFP apresenta massa molecular de 27kDa e PrP° apresenta de 33 a
35kDa, ou seja ao expressarmos a proteina resultante da fusdo das duas, estamos
adicionando uma massa molecular quase igual a PrP°. Além disso, esta proteina requer
modificacdes pos-traducionais e enderecamento para a membrana plasmatica.
Experimentos iniciais demonstraram que GFP-PrP¢ apresenta massa molecular correta e
encontra-se nas mesmas regides celulares que PrP° enddgeno em células SN56 (Lee e
cols., 2001). Ja havia sido descrito que mutantes de PrP° com delegdo N-terminal
apresentavam uma deficiéncia na endocitose (Shyng e cols., 1995) e por isso, estivamos
interessados em avaliar se a distribuicdo da proteina selvagem e da mutante
apresentavam diferencas que pudessem ser detectadas por microscopia Optica. Para
avaliarmos o papel da regido N-terminal de PrP° no trafego da proteina, estudamos por
microscopia confocal células SN56 expressando GFP-PrP® ou o mutante com delegio
N-terminal GFP-PrPA32-121 (Fig. 4). Cada série de imagens do eixo Z foi projetada
num Unico plano e a fluorescéncia da membrana e do interior da célula foram
quantificadas usando o programa de andlise Metamorph (Universal Imaging
Corporation, Downingtown, PA). O resultado foi representado num grafico de
frequéncia cumulativa (Fig. 5). As proteinas de fusdo localizaram-se tanto na superficie
celular bem como em uma regido perinuclear na célula, o que ¢ coerente com a
localizagao de proteinas ancoradas por GPI (Nichols e cols., 2001). Experimentos
anteriores j4 haviam demonstrado que GFP-PrP° estava corretamente ancorada a
membrana por motivo de GPI, ja que tratamento das células com PiPLC removeu toda a
fluorescéncia da membrana (Lee e cols., 2001). No entanto, embora as duas proteinas de
fusdo estejam presentes nas mesmas regioes celulares, a distribui¢do relativa dessas
duas proteinas na superficie celular e na regido perinuclear apresentou diferenca (Fig.
5). Enquanto GFP-PrP° apresentava maior acimulo na regido perinuclear, a proteina
mutante acumulou-se mais na superficie celular (Fig. 4 e 5). Esses dados estdo de
acordo com resultados anteriores indicando que a regido N-terminal participa do trafego

de PrP° (Shyng e cols, 1995), e que o mutante parece acumular-se na superficie celular.
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Fig. 4: Distribuigdo de GFP-PrP® ¢ GFP-PrPA32-121 em células SN56. A e B:

Reconstru¢do de imagens série Z de células transfectadas com GFP-PrP¢ (A) e GFP-
PrPA32-121 (B). GFP-PrPA32-121 esta localizado preferencialmente na membrana
plasmatica quando comparado a GFP- PrP® e apresenta menor acimulo na regido

perinuclear.
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Fig. 5: Grafico de frequéncia cumulativa para a distribui¢do da fluorescéncia na
membrana plasmatica (A) e na regido perinuclear (B) de células SN56 transfectadas
com GFP-PrP°¢ (circulo, n=50) e GFP-PrPA32-121 (quadrado, n=20). A proteina
mutante acumulou menos na regido perinuclear que a selvagem e em alguma células
expressando GFP-PrPA32-121 esta regido foi ausente. As diferencas na distribuicao
foram estatisticamente significantes (p < 0.02 pelo método estatistico Kolmogorov-

Smirnov).
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Além disso, esses experimentos indicam que a distribui¢do de PrP° pode ser avaliada de

maneira quantitativa por microscopia optica.

4.2 - Dupla marcacio das células expressando GFP-PrP ou GFP-
PrPA32-121 com Bodipy-TR, Transferrina ou FM4-64:

As proteinas de fusdo GFP-PrP® e GFP-PrPA32-121 se distribuiram pela membrana
plasmatica e também acumularam em regido perinuclear. Shyng e cols. (1993)
demonstraram que PrP° cicla constantemente entre membrana plasmatica e
compartimentos endociticos sugerindo que a regido perinuclear marcada com GFP-PrP*
e GFP-PrPA32-121 poderia ser composta por endossomas. Também foi sugerido que
proteinas ancoradas por GPI ciclam entre a membrana plasmatica e o Golgi (Nichols e
cols., 2001; Nichols., 2002), embora exista controvérsia e alguns autores apresentem
evidéncias que algumas dessas proteinas encontram-se em endossomas (Maxfield &
Mayor, 1997; Mayor e cols., 1998). Além disso, como estas proteinas estdo sendo
sintetizadas continuamente, o Golgi também seria um bom candidato para esta
marcagao.

Para investigar quais organelas intracelulares constituiam a regido perinuclear
marcada com GFP-PrP¢ e GFP-PrPA32-121, nods utilizamos uma série de marcadores
especificos para organelas citoplasmaticas. Células SN56 transfectadas com estas
construgdes ¢ marcadas com Bodipy-TR, Transferrina ou FM4-64 foram levadas ao
microscopio confocal e as imagens foram adquiridas. Estas imagens foram analisadas
usando o programa Adobe Photoshop.

Bodipy TR Cs ceramida e Bodipy FL Cs ceramida (Molecular Probes) produzem
marcagdo do Complexo de Golgi (Lim e cols., 2001; Michaelson e cols., 2001; Xu e
cols., 2002). No entanto, Bodipy TR tem sido pouco utilizado e apresenta uma
marcagdo bem mais fraca que o bodipy FL. Em nossos experimentos de dupla
marcagdo, tivemos que usar o Bodipy TR (vermelho) ja que PrP® estava sendo expresso
em fusdo com GFP (verde). Inicialmente, a especificidade da marcagdo do Bodipy TR
foi confirmada pela dupla marcagdo de células com os dois corantes (TR e FL) que
apresentaram uma excelente colocalizacdo e também através de tratamento com
Brefeldin A (BFA) (Figs. 6). Brefeldin A ¢ um metabdlito de fungos que bloqueia o

transporte de proteinas no Golgi e causa a redistribuicdo deste com o reticulo
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endoplasmatico (Lippincott-Schwartz e cols., 1991). Células marcadas com estes
corantes e tratadas com BFA apresentaram marcacao difusa dos mesmos confirmando
que eles se associam especificamente ao Complexo de Golgi intacto, marcacdo esta que
se perde com o tratamento por BFA (Fig. 6).

As células expressando GFP-PrP¢ ou GFP-PrPA32-121 e marcadas com Bodipy TR
apresentaram colocaliza¢do parcial. Este dado sugere que tanto PrP° quanto o mutante
de delecdo N-terminal acumulam-se no Golgi (Figs. 7 e 8), confirmando dados
anteriores em que outras constru¢des de GFP-PrP® selvagem apresentaram colocalizagdo
com diferentes marcadores de Golgi como a enzima Mannll, em células HeL.a e com
giantina, em células BHK (Negro e cols., 2001; Ivanova e cols, 2001).

Uma possibilidade que exploramos foi que outros compartimentos celulares além do
Golgi poderiam apresentar GFP-PrP°. Um desses compartimentos corresponde a
organelas envolvidas na via endocitica classica, como por exemplo, os endossomas
primarios e endossomas de reciclagem. Transferrina se liga ao seu receptor na superficie
celular e ¢ internalizada pela via classica dependente de clatrina. Nesta via, transferrina
passa primeiramente por endossomas primarios proximos a membrana e se acumula
numa regido perinuclear que corresponde aos endossomas de reciclagem (Sonnichsen e
cols., 2000). Cé¢lulas expressando as proteinas de fusdo e marcadas com transferrina-
alexa568 também apresentaram colocalizacdo parcial na regido perinuclear sugerindo
que PrP° pode ser internalizada por uma via comum a transferrina, ou pelo menos
compartilha alguns intermediarios endociticos com esta, provavelmente endossomas de
reciclagem (Figs. 9 e 10). O mutante de delecdo N-terminal e PrP° apresentaram
distribuicdo idéntica em endossomas de reciclagem, sugerindo que a diferenca entre eles
esta relacionada a taxa de endocitose e que o trafego intracelular permanece inalterado.
Estes dados foram confirmados mais tarde por Sunyach e cols. (2003) que
demonstraram que a regido N-terminal de PrP¢, mais precisamente 2 residuos de lisina
nesta regido, ¢ suficiente para sinalizar a internalizacdo da molécula.

Os corantes da familia FM, como o FM 4-64, sdo bastante interessantes pois nao
apresentam toxicidade as células, s6 apresentam fluorescéncia forte quando inseridos na
folha externa da bicamada lipidica e ndo atravessam a membrana livremente porque
apresentam um grupamento carregado. Estas caracteristicas tornam estas moléculas

muito Uteis no estudo de reciclagem de vesiculas, mecanismos gerais de endocitose e
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Fig. 6: Células SN56 marcadas com Bodipy FL (A e D) e TR (B ¢ E) apresentaram
alta colocalizacdo (C e F) na marcacdo de Golgi. Reconstrucdo de imagens de série Z
(G e J) ou fatia optica (H e K) de células marcadas com Bodipy-FL (G e H) ou Bodipy-

TR (J e K) e tratadas com Brefeldina A apresentando fluorescéncia dispersa no

citoplasma. Barra: 20pum.
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Fig. 7: GFP-PrP® apresentou colocalizagdo com o marcador de Golgi, Bodipy-TR.
Células SN56 transfectadas com GFP-PrPc (A) foram marcadas com Bodipy-TR (B) e

as imagens foram sobrepostas (C). D: Imagem de luz transmitida (DIC). Barra: 20pm.
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Fig. 8: GFP-PrPA32-121 apresentou colocalizagdo com o marcador de Golgi,
Bodipy-TR. Células SN56 transfectadas com GFP-PrPA32-121 (A) foram marcadas
com Bodipy-TR (B) e as imagens foram sobrepostas (C). D: Imagem de luz transmitida

(DIC). Barra: 20pm.
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Fig. 9: GFP-PrP® apresentou colocalizagio parcial com o marcador de endossomas,
Transferrina. Células SN56 transfectadas com GFP-PrP° (A) foram marcadas com
Transferrina (B) e as imagens foram sobrepostas (C). D: Imagem de luz transmitida

(DIC). Barra: 20um.
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Fig. 10: GFP-PrPA32-121 apresentou colocalizagdo parcial com o marcador de
endossomas Transferrina. Células SN56 transfectadas com GFP-PrPA32-121 (A) foram
marcadas com Transferrina (B) e as imagens foram sobrepostas (C). D: Imagem de luz

transmitida (DIC). Barra: 20um.
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marcacao de endossomas. O corante FM4-64 ¢ um corante excelente para experimentos
de dupla marcagdo com GFP, pois emite fluorescéncia no comprimento de onda de
640nm e portanto, a possibilidade de interferéncia entre a emissdo da fluorescéncia das
duas moléculas ¢ nula. A marcacdo de FM4-64 em células SN56 expressando as
proteinas de fusdo também mostrou colocalizagdo parcial na regido de endossomas de
reciclagem (Figs. 11 e 12). Estes dados confirmam os resultados com a transferrina, ja
que FM4-64 marca organelas endociticas como endossomas primarios e de reciclagem,
embora de uma maneira menos especifica.

Estes dados indicam que GFP-PrP° se acumula numa regido perinuclear que
provavelmente corresponde a proteina presente no Golgi e endossomas de reciclagem.
Para avaliarmos a contribui¢do das proteinas recém sintetizadas a esta marcagdo
perinuclear, nds tratamos células espressando GFP-PrP° com cicloheximida, um
pontente inibidor de sintese protéica. Nas condi¢des usadas, a cicloheximida foi capaz
de bloquear 97% da sintese protéica de células SN56 (dados ndo mostrados) e ainda
assim, a maioria das células transfectadas apresentou uma regido perinuclear com
marcagdo fraca positiva para GFP-PrP°¢. Esta marcagdo fraca colocalizou parcialmente
com FM 4-64 (Fig. 13). Isto sugere que parte da marcagdo detectada na regido
perinuclear corresponde a proteina recém sintetizada no Golgi e o restante se deve a
reciclagem de GFP-PrP° para compartimentos endociticos, como os endossomas de

reciclagem e até mesmo para o Golgi.
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Fig. 11: GFP-PrP® apresentou colocalizagio parcial com o marcador de endossomas,
FM4-64. Células SN56 transfectadas com GFP-PrP° (A) foram marcadas com FM4-64
(B) e as imagens foram sobrepostas (C). D: Imagem de luz transmitida (DIC). Barra:

20pm.
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Fig. 12: GFP-PrPA32-121 apresentou colocalizagdo parcial com o marcador de
endossomas, FM4-64. Células SN56 transfectadas com GFP-PrPA32-121 (A) foram
marcadas com FM4-64 (B) e as imagens foram sobrepostas (C). D: Imagem de luz

transmitida (DIC). Barra: 20pum.
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Fig. 13: Células SN56 expressando GFP-PrP® foram tratadas com cicloheximida (A)
e marcadas com FM4-64 (B). As imagens foram sobrepostas (C) e indicam uma

colocalizagao parcial. D: Imagem de luz transmitida (DIC). Barra: 20um.
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4.3 - Ensaio de internalizacio de GFP- PrP‘ e GFP-PrPA32-121:

A endocitose de PrP° de galinha pode ser induzida por concentragdes extracelulares
de cobre na faixa micromolar (Pauly & Harris, 1998). Esse processo ¢ pouco estudado,
e nada se sabe sobre os mecanismos envolvidos. Além disso, pouco se sabe sobre o
destino de PrP° internalizado em células. A etiquetagem de PrP® com GFP propiciou a
visualiza¢do de PrP° em células vivas e nos permitiu seguir a endocitose da proteina.
Para isso, foi desenvolvido um ensaio de perfusdo de cobre em células vivas conforme
descrito no item 3.3. Na presenga de cobre, a fluorescéncia da membrana ¢ reduzida
rapidamente indicando que GFP-PrP° sofreu internalizagdo. Esta diminuigdo de
fluorescéncia na membrana ¢ acompanhada por um aumento na fluorescéncia da regiao
perinuclear, sugerindo que apds internalizagdo GFP-PrP® é direcionado para organelas
intracelulares. Estes dados confirmam trabalhos anteriores mostrando o papel indutor do
cobre na endocitose de PrP° (Pauly & Harris, 1998; Perera & Hooper, 2001) e visualiza
pela primeira vez, este processo em células vivas (video 1 — CD em anexo). Entretanto,
o mutante GFP-PrPA32-121 ndo foi capaz de sofrer internalizagdo apds exposi¢ao ao
cobre. Estes dados sugerem a importancia da regido N-terminal para a internalizacdo e
confirmam que o cobre aumenta a taxa de endocitose dessas proteinas (Fig. 14 e 15).
Estes dados também comprovam que a proteina de fusio GFP-PrP¢ além de ser
expressa, modificada e corretamente direcionada para membrana plasmdtica ¢é
funcional. A concentracdo de cobre mais comumente usada nos experimentos foi a de
500uM, embora todas as outras concentragdes de cobre usadas (100 e 250uM) também
tenham induzido a endocitose de GFP-PrP° de maneira dependente de concentragdo
(dados nao mostrados). A possibilidade de induzir de maneira sincronizada a
internalizagdo de GFP-PrP° permite que possamos estudar mecanimos envolvidos nesse

Pprocesso.
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Fig. 14: Indugdo da endocitose de GFP-PrP¢ por cobre (500uM). Células SN56
foram transfectadas com GFP-PrP° e perfundidas com MEM com ou sem cobre (A e C).
As imagens foram adquiridas nos tempos 0, 5, 15 e 30 minutos. (B e D) correspondem

as imagens de luz transmitida (DIC). Barra: 20pm.
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Fig. 15: Internalizagio de GFP-PrP° e GFP-PrPA32-121 em resposta ao cobre
(500uM). Os graficos representam a variacdo da fluorescéncia normalizada na
membrana plasmatica (A) e na regido perinuclear (B) durante a perfusdao. Células
transfectadas com GFP-PrP° e perfundidas em MEM sem cobre (circulo aberto, n=23),
células transfectadas com GFP-PrP° e perfundidas em MEM com cobre (circulo
fechado, n=20), células transfectadas com GFP-PrPA32-121 e perfundidas em MEM
sem cobre (tridngulo aberto, n=10) e células transfectadas com GFP-PrPA32-121 e

perfundidas em MEM com cobre (tridngulo fechado, n=9).
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4.4 - Avaliacdo do papel da dinamina na internalizagio de PrP*:

Dinamina ¢ uma GTPase responsavel pela fissdo de vesiculas recém-formadas na
membrana plasmatica, sendo que o mutante de dinamina K44A perde esta atividade
GTPasica e portanto, a capacidade de promover a fissdo de vesiculas. Esta proteina tem
participacdo importante na endocitose dependente de clatrina, na endocitose via
caveolae e endocitose dependente de “rafts”, dois processos de endocitose
independentes de clatrina. O mecanismo pelo qual PrP¢ sofre endocitose ainda é
bastante discutido, por isso nds resolvemos investigar os processos envolvidos na
endocitose desta proteina.

Para avaliar o papel da dinamina neste processo, células SN56 foram co-
transfectadas com GFP-PrP° e dinamina-I selvagem ou dinamina-I K44A. As células
expressando dinamina-I K44A captam menos eficientemente FM4-64 ou transferrina e
tem sua a diferenciacdo bloqueada (Barbosa e cols, 2002). Células co-transfectadas com
GFP-PrP° e dinamina-I selvagem ndo apresentaram diferen¢a na distribuicio de GFP-
PrP¢ que se acumulou na membrana plasmatica e na regido perinuclear composta de
Golgi e endossomas de reciclagem. Ja as células expressando dinamina-I K44A
apresentaram GFP-PrP® acumulado em estruturas tubulo-vesiculares proximas a
membrana. A superficie celular apresentou uma marcagcdo muita fraca e muitas vezes
ausente, assim como a regido perinuclear. Estes dados sugerem que GFP-PrP° presente
na membrana foi direcionado a vesiculas para ser internalizado, explicando a reducdo de
GFP-PrP° na membrana e acimulo em vesiculas e tabulos proximos a superficie celular.
Como a dinamina-I K44A nao ¢ capaz de promover a fissdo destas vesiculas, a proteina
ndo foi encaminhada para a regido perinuclear, e esta foi composta apenas por proteinas
recém sintetizadas no Golgi. Isto explica a auséncia ou redugdo de GFP-PrP° na regido
perinuclear. Portanto, a endocitose constitutiva de GFP-PrP° foi alterada na presenga de
Dinamina mutante (Fig. 16). Estas células também nao se diferenciaram e apresentaram
reducdo, ou em alguns casos, bloqueio da captacdo de FM4-64. No entanto, em algumas
células pudemos notar que as estruturas tibulos-vesiculares positivas para GFP-PrP*
também acumularam FM4-64, indicando que estas estruturas mantinham contacto com
meio extracelular, ja que apds dois dias de expressao de K44A, o corante FM4-64 ainda

tinha acesso a estas estruturas (Fig. 17).
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Uma vez que a endocitose constitutiva de GFP-PrP° requer a participagdo de
dinamina I, resolvemos avaliar se a endocitose induzida por cobre também envolveria
esta proteina. Para isto, fizemos um ensaio de internalizacdo usando 500uM de cobre
como descrito nos itens 3.3 e 4.3. Conforme ja descrito nestas se¢des, utilizamos o
programa Metamorph (Universal Imaging Corporation, Downingtown, PA) para
quantificarmos a intensidade de fluorescéncia das regides de interesse como membrana
plasmatica e regido perinuclear. No entanto, células expressando K44 A apresentam uma
redistribuicdo de GFP-PrP° da membrana plasmatica para vesiculas proximas a
membrana, dificultando a delimitagdo manual desta regido. Na tentativa de resolver este
problema, a sobreposicdo da imagem de luz transmitida e da fluorescéncia foi usada
para delimitar os limites da célula. Ainda assim, a quantificagdo da fluorescéncia da
membrana foi dificultada pela influéncia da fluorescéncia das vesiculas associadas a ela
bem como, pela variacdo individual observada na marcacdo da membrana, gerando
dados dispersos. Esta variagdo ocorre porque algumas células apresentam GFP-PrP® na
membrana e em outras, toda a proteina ja foi deslocada para as vesiculas. Portanto, a
quantifica¢do da intensidade da fluorescéncia na regido perinuclear ¢ o parametro ideal
para avaliarmos a taxa de endocitose em células expressando K44A, ja que esta regido
ndo sofre nenhuma influéncia das varidveis descritas acima. Estas analises mostraram
que o cobre ndo foi capaz de promover a internalizagio de GFP-PrP° em células
expressando dinamina-I K44A, como pode ser visto na Fig.18, que mostra que ndo
houve diminuicao significativa da fluorescéncia na membrana plasmatica nem aumento
na regido perinuclear. No entanto, o controle, expressando dinamina-I selvagem,
apresentou um aumento de fluorescéncia de quase 50% na regido perinuclear que
correspondeu a uma queda da fluorescéncia na membrana plasmdtica sugerindo que
dinamina-I tenha um papel critico nos processos de endocitose constitutiva e induzida
por cobre de GFP-PrP‘. Os mesmos resultados foram obtidos usando 250uM de cobre

(dados ndo mostrados).
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Fig. 16: Células co-transfectadas com GFP-PrP° ¢ Dinamina-I selvagem (A) sdo

capazes de captar FM4-64 normalmente (B). A sobreposicao de (A) e (B) ¢ mostrada
em (C). Em (E), célula co-transfectada com GFP-PrP® e Dinamina-I K44A apresentando
muitas vesiculas de GFP-PrP° proximas & membrana que praticamente nio apresentou
fluorescéncia. Esta célula (F) teve a captacdo e FM4-64 inibida, restrita a vesiculas
presas a membrana. A sobreposi¢do de (E) e (F) ¢ mostrada em (G). Em (D) e (H)

mostram as imagens de luz transmitida das células (DIC). Barra=20um.
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Fig. 17: Célula co-transfectada com GFP-PrP° e Dinamina-I K44A. (A e B)
correspondem a fatia otica no topo da célula mostrando estruturas tubulo-vesiculares
com acimulo de GFP-PrP° (verde) e FM4-64 (vermelho). (C e D) correspondem a fatia
dticas no centro da célula mostrando fraca marcagdo de GFP-PrP° na membrana e regido
perinuclear. Algumas vesiculas associadas a membrana também podem ser vistas. A
marcagdo com FM4-64 se resume a estas estruturas associadas a superficie. A
sobreposi¢cdo de GFP-PrP® (verde) e FM4-64 (vermelho) é mostrada na linha inferior.

Barra=20um.
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Fig. 18: Ensaio de internalizagdo em células co-expressando GFP-PrP° e Dinamina-I
K44A ou Dinamina-I selvagem na presenga de cobre (500uM). O grafico representa a
variagdo da fluorescéncia normalizada na membrana plasmatica e regido perinuclear
durante a perfusdo. Células co-transfectadas com GFP-PrP® e Dinamina-I selvagem
perfundidas em MEM sem cobre (circulo aberto, n=30), células co-transfectadas com
GFP-PrP° e Dinamina-I K44A perfundidas em MEM sem cobre (circulo fechado, n=28),
células co-transfectadas com GFP-PrP° e Dinamina-I selvagem perfundidas em MEM
com cobre (tridngulo aberto, n=30) e Células co-transfectadas com GFP-PrP°¢ e

Dinamina-I K44A perfundida em MEM com cobre (tridngulo fechado, n=30).
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4.5 - Papel do motivo GPI na endocitose de PrP°:

Os resultados anteriores indicam que GFP-PrP° é direcionado a vesiculas positivas
para dinamina e dependem desta proteina para sofrer internalizagdo. Entretanto, GFP-
PrP¢ se associa a membrana através de motivo GPI e ndo apresenta regido
citoplasmatica que possa sinalizar este direcionamento. Uma possibilidade ¢ que o
motivo de GPI seria suficiente para direcionar proteinas a vesiculas positivas para
dinamina-I. Para testar essa possibilidade, n6s usamos a constru¢do GFP-GPI. Esta
constru¢do codifica uma proteina fluorescente (GFP-27kDa) ancorada a superficie
celular por GPI. Células SN56 foram co-transfectadas com GFP-GPI e dinamina-I
selvagem ou dinamina-I K44A e visualizadas no confocal 48 horas apos transfecgdo.
Células expressando dinamina selvagem ou o mutante apresentaram distribui¢do
idéntica de GFP-GPI sugerindo que o motivo de GPI ndo ¢ responsavel pela selecdo de
GFP-PrP° para vesiculas positivas para dinamina (Fig. 19). Além disso, também sugere
que proteinas ancoradas por GPI podem apresentar diferentes mecanismos de

endocitose dependendo de sua seqiiéncia e possiveis interagdes protéicas.

4.6 - Papel da clatrina na internalizacio de PrP*:

J4 que a dinamina-I participa tanto do mecanismo dependente de clatrina como de
mecanismos independentes como caveolae (Oh e cols., 1998) ou rafts (revisto por
Pelkmans & Helenius, 2003), nds resolvemos avaliar a participagdo de clatrina no
processo de internalizagio de GFP-PrP°. AP180 é uma proteina adaptadora capaz de
recrutar clatrina para a endocitose. Expressdo da por¢ao C-terminal desta proteina leva a
reducdo na taxa de endocitose dependente de clatrina (Ford e cols., 2001). Esta regido
contém o sitio de ligacdo a clatrina e consequentemente funciona como um competidor
nesta associa¢do, deslocando a clatrina dos sitios de endocitose na membrana
plasmatica. Células SN56 co-transfectadas com GFP-PrP° e AP180-C captaram 75%
menos transferrina fluorescente (marcador cldssico da endocitose dependente de
clatrina) que células transfectadas apenas com GFP-PrP® (Fig. 20). A endocitose
constitutiva de GFP-PrP® ndo parece ter sido alterada pela expressio de AP180-C, ja que
ndo houve diferenga na distribuicdo dessa proteina nas células co-transfectadas (Fig.

21).
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Fig. 19: Células co-transfectadas com GFP-GPI e Dinamina-I selvagem (A) sdo

capazes de captar FM4-64 normalmente (B). A sobreposicao de (A) e (B) ¢ mostrada
em (C). Em (E), célula co-transfectada com GFP-GPI e Dinamina-I K44A. Esta célula
(F) teve a captacdo e FM4-64 bastante reduzida, porém a distribuicdo dde GFP-GPI nao
se alterou. A sobreposi¢ao de (E) e (F) ¢ mostrada em (G). Em (D) e (H) mostram as

imagens de luz transmitida das células (DIC). Barra=20um.
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Fig. 20: Avalia¢ao do papel de AP180-C na internalizagcdo de transferrina-alexa 568.
Células expressando GFP-PrP° ¢ AP180-C apresentaram uma captagdo de transferrina
75% menor que as células expressando somente GFP-PrP°. Para a transfecgdo das
células, a construgdo AP180-C foi usada numa propor¢do maior que a de GFP-PrP°
(4X1). GFP-PrP° funcionou como um marcador, ja que a proteina AP180-C ndo ¢é
fluorescente. A andlise foi feita usando o programa Metamorph (Universal Imaging
Corporation, Downingtown, PA). A érea das células transfectadas com GFP-PrP° foi
delimitada e a fluorescéncia total referente a captagdo da transferrina foi obtida. Assim,
foi feita uma média da fluorescéncia total da transferrina de células co-transfectadas

com GFP-PrP‘/AP180 e das células transfectadas apenas com GFP-PrP°.
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Fig. 21: Gréafico de frequéncia cumulativa para a distribuicdo da fluorescéncia na
membrana plasmatica (A) e na regido perinuclear (B) de células SN56 transfectadas
com GFP-PrP° (quadrado aberto, n=48) ¢ GFP-PrP“/AP180 (quadrado fechado, n=31).
A distribui¢do de GFP-PrP° ndo foi alterada na presenca de AP180-C sugerindo que a
clatrina ndo participe da endocitose constitutiva de GFP-PrP°. Esta anélise foi feita

conforme j& descrito no item 4.1.
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Nestes experimentos, a porcentagem de eficiéncia de co-transfec¢ao foi avaliada através
de imunofluorescéncia com anticorpos anti-myc, ja que a constru¢do AP180-C
apresenta este epitopo. Em nossas condicdes, a eficiéncia de co-transfeccao foi de 95%
(dados ndao mostrados). Para avaliar o envolvimento de AP180-C na endocitose
induzida de GFP-PrP¢, também foi feito o ensaio de internalizagio (Fig. 22) na presenca
de 500uM de cobre como descrito em itens anteriores. Este experimento mostrou que a
expressao do AP180-C leva a uma reducao de cerca de 40% na internalizagao de GFP-
PrP° nas células expressando GFP-PrP® e AP180-C em relagdo ao controle. No entanto,
se considerarmos que o AP180-C ¢ capaz de bloquear 75% da endocitose mediada por
clatrina (Fig. 20), podemos inferir que o valor de inibi¢do da endocitose de GFP-PrP¢
induzida por cobre esta subestimado. Normalizando este valor em relagao a eficiéncia
do bloqueio da endocitose via clatrina pelo AP180-C, chegamos a uma redugdo de cerca
de 53% na endocitose de GFP-PrP® em células expressando GFP-PrP° e AP180 em
relagdo a células expressando apenas GFP-PrP°. Os dados mostrados no grafico da Fig.
22 também sugerem que a internalizagdo de GFP-PrP° induzida por cobre apresente dois
mecanismos: um rapido (de 0 a 2 minutos) independente de clatrina e um mais lento (de
2 a 10 minutos) dependente de clatrina.

Além disso, nds também demonstramos em colaboragdo com Juliana Alves Silva,
que GFP-PrP° ao ser internalizado em resposta ao cobre acumula-se em endossomas
positivos para Rab35, sustentando a possibilidade de GFP-PrP° utilizar a via classica de

clatrina (Magalhaes e cols., 2002).

4.7 - Avaliacio da expressio de clatrina e caveolina em células

SN56:

Os dados acima sugerem que a endocitose de GFP-PrP° em células SN56 pode
envolver mais de um de mecanismo. O envolvimento da dinamina e o efeito inibitorio
parcial de AP180-C sugerem a participacdo de um mecanismo independente e outro
dependente de clatrina. Os mecanismos independentes de clatrina em que a participacao
da dinamina esta descrita até entdo sdo caveolae e “rafts”. Portanto, resolvemos avaliar
a expressdo de clatrina e caveolina 1 (marcadores de mecanismos dependentes de
clatrina e caveolae, respectivamente) em células SN56 diferenciadas. Extratos de células

SN56 (100ug) e cortex cerebral de rato (100ng) foram incubados com anticorpo contra
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a cadeia pesada da clatrina (Transduction Lab) e apresentaram uma banda de 180kDa,
que ¢ o tamanho esperado para clatrina. No entanto, caveolinal ndo foi detectada por
anticorpo especifico policlonal (Transduction Lab) em extrato de SN56 (300ug) e foi
detectada em extrato de pulmao (20pg), mesmo quando foi usado 15 vezes mais extrato
de SN56 que o extrato controle (Fig. 23). Estes dados sugerem que estas células nao
apresentam o mecanismo de endocitose por caveolae, mas devem apresentar um
mecanismo dependente de “rafts”, com participacdo de dinamina I e independente de

clatrina (Pelkmans & Helenius, 2003).
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Fig. 22: Ensaio de internalizagdo em células expressando apenas GFP-PrP® ou GFP-
PrP¢ e AP180-C na presenga de cobre (500uM). O grafico representa a variagdo da
fluorescéncia normalizada na membrana durante a perfusdo. Células transfectadas
somente com GFP-PrP¢ perfundida em MEM sem cobre (circulo aberto, n=33), células
co-transfectadas com GFP-PrP e AP180-C perfundidas em MEM sem cobre (circulo
fechado, n=20), células transfectadas somente com GFP-PrP° perfundida em MEM com
cobre (tridngulo aberto, n=53) e Células co-transfectadas com GFP-PrP® ¢ AP180-C
perfundida em MEM com cobre (tridngulo fechado, n=30). As barras representam o

erro padrao da média.
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Fig. 23: Imunoblot de clatrina e caveolina 1 em células SN56 diferenciadas.
Canaleta 1 e 3 indicam extrato de células SN56. Canaleta 2 indica cortex cerebral de
rato e canaleta 4 indica extrato de pulmao. Nas canaletas 1 e 2, foi usado anticorpo anti-

clatrina e nas canaletas 3 e 4, foi usado anti-caveolina.
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4.8 — Infeccao de células SN56 com PrPres fluorescente:

PrPsen e PrPres sdo bastante diferentes em relagdo a propriedades biofisicas, meia-
vida e distribuicdo celular e portanto o trafego intracelular destas duas moléculas pode
ser completamente diferente. No processo de infec¢do, estas duas moléculas tém que se
associar para induzir a conversao de PrPsen para PrPres, porém a localizag¢do subcelular
deste processo ainda ndo foi definida. O trafego de PrPsen estudado nesse trabalho pode
informar possiveis sitios subcelulares onde a associagao destas duas isoformas poderia
ocorrer levando a conversdo e formagao de novas moléculas de PrPres. A capacidade de
invadir as células e espalhar pelo sistema nervoso central sdo fatores criticos para a
infeccdo por prion e desenvolvimento das doengas. No entanto, existem poucas
informacdes de como esta proteina infecta uma célula e ¢ transferida entre elas. Na
tentativa de elucidar os eventos relacionados a infeccdo, trafego e propagacdo desta
molécula, nds utilizamos PrPres purificado conjugado ao corante fluorescente alexa568
(Molecular Probes). Desta forma, diferentes cepas de PrPres de camundongo (Chandler
e 87V), uma cepa de PrPres de hamster (263K) e ainda fragdo microssomal purificada
de cérebro de camundongo normal e infectado com Chandler (Ch microssomos) foram
conjugados com a molécula fluorescente (Fig. 24). As principais bandas reconhecidas
pelo anticorpo anti-PrP apresentaram fluorescéncia indicando que a reagdo de
conjugacao com alexa 568 foi eficiente.

Células SN56 foram tratadas com 16ng de PrPres fluorescente por 4 horas e
visualizadas durante estas primeiras 4 horas e nos dias seguintes durante um intervalo
de pelo menos 5 dias (Fig. 25 e 26). Nas primeiras horas depois da adi¢do de PrPres, as
células apresentaram grandes agregados fluorescentes associados a sua superficie. No
dia seguinte, os agregados de Chandler PrPres (daqui em diante denominado Ch PrPres)
comecaram a se fragmentar, se difundindo pela superficie da célula e algumas vesiculas
contendo PrPres fluorescente foram detectadas dentro das células. A internalizacao de
Ch PrPres e concomitante diminui¢do de agregados associados a superficie celular
foram observadas durante os dias seguintes. Entre 3 e 5 dias, as células apresentaram a
maior parte da fluorescéncia contida em vesiculas e estruturas tubulares espalhadas pelo
citoplasma. Estas vesiculas também se acumularam nas extremidades dos neuritos e
cones de crescimentos (setas, Fig. 25). Esta localizagdo ¢ bastante interessante ja que os

neuritos tém o potencial de formar pontos de contato entre células.
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Fig. 24: Fluorescéncia detectada das amostras de PrPres marcadas com alexa568 e
corridas em gel NuPAGE (A), estas proteinas foram transferidas para membrana e em

(B) estdo as bandas de PrPres detectadas com anticorpo anti-PrP D13.
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Fig. 25: Células SN56 incubadas com Ch PrPres-alexa568. Agregado fluorescente
associado a superficie celular poucas horas depois da incubacdo (A), e apds 5 dias a
fluorescéncia se encontra distribuida em vesiculas pelo citoplasma e acumuladas na

extremidade dos neuritos (B). Barra=20pum.
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De fato, as vesiculas contendo Ch PrPres se movem ao longo do neurito e se
acumulam nas extremidades (video 2, CD anexo). Este video mostra que as vesiculas
fluorescentes no corpo celular sdo bastante moéveis (velocidade variando entre 0.3-
Sum/s; mediana = 1.4um/s; n= 44 vesiculas) e podem ser esféricas ou tubulares. Além
disso, elas podem apresentar movimento rapido numa dire¢ao e bruscamente reverter o
movimento para a dire¢do contraria. Outro evento interessante que pode ser observado
neste video ¢ a formacao de vesiculas a partir do agregado que est4 sobre a célula. Estas
vesiculas comegam a se formar associadas ao agregado e de repente se desprendem para
o interior da célula.

Células tratadas com PrPres 87V e 263K apresentaram grandes agregados
fluorescentes na superficie celular nas primeiras horas, assim como Ch PrPres (Fig. 26).
No entanto, no dia seguinte poucas cé¢lulas apresentavam PrPres 87V ou 263K em
vesiculas intracelulares. A maioria das células ainda apresentava agregados associados
‘a superficie celular. No final de 5 dias, apenas 20 e 40% das células apresentaram
PrPres 263K e 87V respectivamente, distribuido em vesiculas intracelulares contra 70 a
96% das células infectadas com Ch PrPres apresentando esta distribuicdo no mesmo
periodo. A maior parte das células apresentou agregados associados a superficie celular
ou ainda agregados um pouco menores que podiam estar tanto na superficie como no
interior da célula, na proximidade da membrana. Estes dados sugerem que as células
SN56 sdo capazes de processar e distribuir Ch PrPres em vesiculas intracelulares, mas
apresentam uma eficiéncia reduzida no processamento de agregados de PrPres de 87V ¢
263K quando comparada com agregados de Ch PrPres.

Para avaliarmos se diferengas no tamanho dos agregados entre estas trés cepas
poderiam levar a uma diferenga na eficiéncia do processo de fragmentacdo do mesmo e
internalizacdo de PrPres, analisamos a area dos agregados usando o programa Image].
Os valores obtidos foram plotados num grafico de frequéncia cumulativa que mostrou
que os agregados de Ch e 263K apresentam valores de areas similares, e que os
agregados de PrPres 87V apresentam areas menores. Portanto, estes dados indicam que
o tamanho do agregado ndo seria responsavel pela diferenca observada, ja que duas
cepas que apresentam eficiéncias diferentes no processo (Ch e 263K) nao diferem
quanto ao tamanho dos agregados (Fig. 27).

Estes resultados sdo bastante interessantes ja que as duas cepas com menor
eficiéncia de internalizacdo e trafego em SN56 ndo sdo capazes de causar infecgdo

prolongada nestas células. PrPres 263K ¢ uma cepa de hamster e portanto ¢ incapaz de

69



infectar células de camundongo devido a barreira espécie e PrPres 87V, apesar de ser
uma cepa de camundongo, tem sua habilidade de infec¢do associada a presenga de um
determinado alelo de PrP no hospedeiro. Células SN56 sdo células de camundongo
suscetiveis a infec¢do por Ch PrPres e resistentes a 87V PrPres (Baron e cols., dados
ainda nao publicados), sugerindo que o trafego destas moléculas poderia estar
relacionado ao processo infeccioso.

Interessantemente, todas as amostras de PrPres (Ch, 87V e 263K) puderam ser
visualizadas em células SN56 mesmo 12 dias depois do tratamento, embora fracamente,
provavelmente devido a resisténcia destas moléculas a proteodlise.

Ja havia sido demonstrado que PrPres associado a membranas apresenta maior
eficiéncia de infeccdo (Baron e cols., 2002) e por isso resolvemos avaliar como as
células SN56 processam e internalizam PrPres contido em microssomos. Para isto,
microssomos purificados a partir de cérebro de camundongo normal ou infectado com
PrPres Chandler foram marcados com corante fluorescente e adicionados as células.
Vale ressaltar que nestas amostras, a maior parte das proteinas fluorescentes ndo esta
relacionadas a PrPres e na verdade, a quantidade real de PrPres ¢ minima. De fato,
amostras de microssomos normal e infectado foram usados para precipitar PrPres e este
nao pode ser detectado em nenhuma delas (Baron, GS; dados ndo mostrados).

As células tratadas com microssomos de Ch PrPres apresentaram varias estruturas
fluorescentes enormes provavelmente resultante da associacdo de microssomos e
também muitas vesiculas intracelulares ja nas primeiras horas de incubacao (Fig. 28).
Com 24 horas, as cé€lulas ja apresentavam a maioria da fluorescéncia distribuida em
vesiculas intracelulares e acumulada em neuritos, como visto em células tratadas com
Ch PrPres ap6s 3 dias. A alta eficiéncia em internalizar e se distribuir em células SN56
observada para microssomos pode ser devido 4s membranas microssomais se fundirem
facilmente a membrana celular e também porque as estruturas formadas pelos
microssomos provavelmente ndo sdo tdo compactas como os agregados de PrPres.
Nenhuma diferenga 6bvia no comportamento de microssomos normais ou infectados em
células SN56 foi observada, coerente com a composi¢ao predominante de proteinas ndo
relacionadas a prion. Tanto os microssomos provenientes de animal normal quanto de
animal infectado permaneceram em cultura por pelo menos 10 dias, embora a
intensidade da fluorescéncia das vesiculas e o niimero de estruturas compostas por
microssomos associados tenham diminuido neste periodo. Isto ocorre provavelmente

devido a grande quantidade de microssomos associados que permanecem em cultura
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Fig. 26: Células SN56 incubadas com 87V e 263K PrPres-alexa568. Agregado

fluorescente de 87V PrPres-alexa568 associado a superficie celular poucas horas depois
da incubagdo (A), e apos 3 dias as cé¢lulas ndo apresentam vesiculas distribuidas pelo
citoplasma e ainda apresentam pequenos agregados (B). Em (C), um agregado de 263K
PrPres-alexa568 sobre as células e depois de 4 dias (D), as células ndo apresentam

vesiculas e estdo associadas a pequenos agregados. Barra=20um.
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Fig. 27: Gréafico de frequéncia cumulativa para a distribuicdo dos valores da area
dos agregados entre diferentes cepas. PrPres Ch e 263K apresentaram tamanhos de
agregados bem parecidos, enquanto 87V PrPres apresentaram agregados menores que as

outras duas cepas.

72



Fig. 28: Células SN56 incubadas com microssomos-alexa568 de cérebro de

camundongos normais e infectados com Chandler. Nas primeiras horas, grandes
estruturas, provavelmente microssomos associados, se depositam sobre as células (A e
B), e apos 4 dias as células apresentam vesiculas distribuidas pelo citoplasma e ainda
apresentam estruturas grandes associadas a superficie (C e D). Células tratadas com
microssomos purificados de cérebro de camundongo sadio (A e C) ou microssomo de

cérebro de camundongo infectado com Chandler (B e D). Barra=20um.
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neste periodo e portanto, representam fonte constante de material fluorescente a ser
endocitado.

Para verificar se a adicdo da molécula alexa568 tinha algum efeito na infectividade
destas amostras, as células SN56 tratadas com PrPres fluorescente foram repicadas por
varias passagens para diluir o PrPres adicionado inicialmente e entdo foram testadas
quanto a formacdo de novas moléculas de PrP resistentes a proteinase K. Apos 6
passagens, o PrPres fluorescente adicionado as células foi diluido o suficiente para ndo
ser detectado por imunoblot. Apods 13 passagens, as amostras de células tratadas com Ch
PrPres ¢ Ch microssomos apresentaram bandas fracas correspondentes a PrPres. A
quantidade de PrPres detectada nestas células apds 23 passagens aumentou
consideravelmente indicando que Ch PrPres-alexa568 e Ch microssomos-alexa568
foram capazes de causar infec¢do prolongada em células SN56 (Fig. 29). A quantidade
de PrPres produzida em células infectadas com Ch PrPres e Ch microssomos foram
similares. Entretanto, considerando que a quantidade de Ch PrPres presente na fracao de
microssomos era minima, conclui-se que PrPres associado a membranas apresentou
uma alta eficiéncia de infeccdo (Baron e cols, manuscrito em preparagdo). Células
infectadas com PrPres 87V e 263K nao apresentaram formagao de novas moléculas de
PrPres, como esperado para estas cepas. Estes dados indicam que a internalizagdo e o
trafego de PrPres em SNS56 foi coincidente com o estabelecimento de infeccao,

caracterizada pela formagao de novas moléculas de PrPres.
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Fig. 29: Cé¢lulas SN56 tratadas com Ch PrPres-alexa568 ¢ Ch microssomos-
alexa568 produzem PrPres persistentemente (canaletas 7, 9 e 10). 87V e 263K PrPres

ndo foram capazes de causar infec¢@o nestas células (canaletas 5, 6 e 8).
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4.9 — Tratamento de células SN56 com diferentes fibrilas:

Para avaliar como as células SN56 processam outros tipos de amiloides, fibrilas
preparadas “in vitro” a partir de PrP recombinante de camundongo e peptideos 31-42 de
Alzheimer foram conjugados a alexa568. Foram adicionadas as células quantidades
destas amostras com fluorescéncia equivalente aquela contida na amostra de 16ng de Ch
PrPres.

Células tratadas com fibrilas de PrP recombinante (Fig. 30) apresentaram grandes
agregados fluorescentes associados a superficie celular nas primeiras horas, ¢ no dia
seguinte a maior parte das células apresentou vesiculas fluorescentes espalhadas no
citoplasma. Estas vesiculas também se acumulavam em neuritos e cones de
crescimento. Em poucas células, acimulo numa regido perinuclear também foi
detectado.

Fibrilas de peptideos 1-42 se apresentaram como agregados bem pequenos que se
associaram a superficie celular nas primeiras horas (Fig 30). No dia seguinte, a maior
parte da fluorescéncia estava contida em vesiculas espalhadas no interior das células.

Estes dados mostram que diferentes agregados podem compartilhar a mesma via de
internalizacdo que PrPres em SNS56, sugerindo que um mecanismo pouco especifico

deve estar envolvido neste processo.

4.10 — Localizacao intracelular de Ch PrPres — alexa568:

A localizacdo de PrPres em vesiculas nos leva a questionar quais organelas celulares
acumulam a particula infecciosa. Para isto, resolvemos estudar o trafego de Ch PrPres,
J& que este era capaz de causar infeccdo. Apesar de Ch microssomos também causar
infeccdo e provavelmente com mais eficiéncia, ndo analisamos o seu trafego ja que a
maior parte das proteinas marcadas ndo correspondem a PrPres, o que dificultaria a
interpretacdo dos dados.

Na tentativa de identificar as estruturas intracelulares positivas para Ch PrPres-alexa
568, nds fizemos experimentos de dupla marcagdo com varios marcadores de organelas
celulares. Como PrPres estd presente em “rafts”, ndés usamos a toxina da coélera-

alexa488 como marcador de “rafts” e endocitose dependente destes dominios.
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Fig. 30: Células SN56 incubadas com fibrilas de PrP recombinante e fibrilas de
peptideos B1-42. Agregado fluorescente de PrP recombinante associado a superficie
celular poucas horas depois da incubagdo (A), e apds 2 dias as células apresentam
vesiculas distribuidas pelo citoplasma (B). Em (C), um agregado de fibrilas de
peptideos 1-42 associado a célula e depois de 3 dias (D), as células apresentam

vesiculas distribuidas pelo citoplasma. Barra=20pum.
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Nao houve colocalizacao entre PrPres em vesiculas intracelulares ¢ vesiculas contendo a
toxina da colera (Fig. 31A e video 3). Muitas vezes vesiculas positivas para PrPres se
movimentam lado a lado a vesiculas positivas para toxina da célera sem se fundirem
(video 3) evidenciando a localizag@o distinta destas duas moléculas em células SN56.

Como PrPsen pode ser detectado em vesiculas positivas para transferrina
(Magalhaes e cols., 2002; Brown & Harris, 2003; Sunyach e cols., 2003), também
avaliamos se PrPres ao ser internalizado pode ser direcionado para a via cldssica
dependente de clatrina. Nestes experimentos usamos transferrina (marcador da
endocitose dependente de clatrina) conjugada a molécula fluorescente alexa488 para
marcar células infectadas com Ch PrPres. Nenhuma colocalizag¢ao entre estas moléculas
foi observada (fig. 31B). Estes dados sugerem que Ch PrPres acumula-se em organelas
distintas daquelas envolvidas na internalizacdo dependente de “raft”, ou na via classica
dependente de clatrina ap6s sua internalizagdo. Entretanto, como a marcagao com estes
marcadores ocorre no minimo 2 dias apds a adicdo de Ch PrPres-alexa568 (tempo
minimo necessario para que ocorra distribuicdo de PrPres em vesiculas) pode haver uma
falta de sincronizagdo entre estes eventos. Por outro lado, algumas células apresentam
agregados de Ch PrPres-alexa568 em sua superficie durante os quatro primeiros dias,
sugerindo uma internaliza¢ao continua desta molécula neste periodo. Neste caso, se uma
destas vias estivesse envolvida, uma colocalizagdo pelo menos parcial com um destes
marcadores deveria ser observada.

Como Ch PrPres-alexa568 se acumula em vesiculas nas extremidades dos neuritos,
resolvemos avaliar se ele estd presente em vesiculas sindpticas positivas para GFP-
VAChT (Fig. 32). Esta constru¢do corresponde ao transportador vesicular de
acetilcolina em fusdo com GFP e se localiza em endossomas primarios e de reciclagem
no corpo celular e vesiculas sinapticas nas extremidades dos neuritos (Santos e cols.,
2001; Barbosa Jr e cols., 2002). As vesiculas positivas para Ch PrPres-alexa568 nao
colocalizaram com o marcador de vesiculas sinipticas na extremidade dos neuritos e
nem com endossomas no corpo celular, confirmando os dados obtidos com transferrina
em que colocalizagdo com endossomas nao foi detectada.

Ja que Ch PrPres-alexa568 nao se acumulou em endossomas da via clasica de
clatrina, nem vesiculas provenientes da endocitose dependente de “rafts” ou vesiculas
sinapticas, resolvemos tentar marcadores de organelas acidicas, como por exemplo o
lisotracker (Fig. 33B). Esta sonda se associa a endossomas tardios e lisossomas devido

ao pH acido. Vesiculas marcadas com Lisotracker apresentaram alta colocalizagdo com
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vesiculas contendo Ch PrPres-alexa568 indicando que apos internalizagao em células
SN56, estas moléculas sdo direcionadas para endossomas tardios e lisossomas. Fibrilas
de peptideos P1-42, depois de internalizadas também colocalizam em vesiculas
positivas para lisotracker (Fig. 33C).

Para confirmar a identidade de vesiculas contendo PrPres, resolvemos marcar
células infectadas com dextran-alexa488 (Fig. 33A). Dextran ¢ um marcador de fase
fluida que apos endocitose ¢ direcionado para endossomas tardios e lisossomas (revisto
por Swanson & Watts; 1995; Pelkmans & Helenius, 2003). Ch PrPres-alexa568 também
apresentou colocalizagdo com dextran confirmando que PrPres ¢ direcionado para
endossomas tardios e lisossomas (Fig. 33A, video 4).

Como a fluorescéncia de Ch PrPres-alexa568 se acumula em endossomas tardios e
lisossomas, resolvemos avaliar se o corante livre poderia se acumular nestas organelas
pelo periodo de 5 a 10 dias, considerando a hipotese da proteina Ch PrPres-alexa568 ser
degradada. No entanto, mesmo usando uma quantidade de corante 1000 vezes maior
que a presente nas amostras de PrPres, a marcagcdo em células SN56 foi praticamente
nula (Fig. 34). Além disso, extrato de células SN56 apos 4 dias de infecgdo foi corrido
em gel NuPAGE e bandas de PrPres foram detectadas, indicando que a fluorescéncia
visualizada neste periodo se deve principalmente a PrPres intacto, portanto ndo existe a
possibilidade de estarmos visualizando residuos fluorescentes provenientes da
degradagdo de PrPres (dados ndo mostrados). Bandas correspondentes a PrPres intacto
também foram observadas 4 dias ap6s infeccdo de células SN56 com prion da cepa 22L
(outra cepa de camundongo). Esta cepa também foi capaz de infectar células SN56 de
maneira similar a cepa Chandler, se distribuindo em vesiculas pela célula e causando a
formagdo de novas moléculas de PrPres (Dados obtidos em colaboracdo com Kil Sun

Lee — Magalhaes e cols., manuscrito em preparagao).
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Fig. 31: Células SN56 infectadas com Ch PrPres-alexa568 e marcadas com Colera
toxina (A) e transferrina (B). A sobreposi¢do das imagens mostra que ndao houve
colocalizagdo entre os marcadores ¢ Ch PrPres-alexa568. Em (a) e (b) uma regido de

cada célula estd ampliada pra evidenciar a falta de colocalizacao. Barra=20um.
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Fig. 32: Células SN56 transfectadas com GFP-VAChHT e infectadas com Ch PrPres-
alexa568. Em (A), Ch PrPres-alexa568 estd distribuido pela células. Em (B), GFP-
VAChHT se acumula numa regido perinuclear, endossomas proximos a membrana e
neuritos. A sobreposi¢cdo das imagens mostra que ndo houve colocalizacdo entre GFP-
VAChHT e Ch PrPres-alexa568 (C). Em (d) e (e) os neuritos estdo ampliados mostrando

que nao ha colocalizagdo. Barra=20pum.



Lisotracker

Lisotracker

Fig. 33: Células SN56 infectadas com Ch PrPres-alexa568 e marcadas com dextran
(A) e lisotracker (B) ou tratadas com fibrilas de peptideos a31-42 e marcadas com
lisotracker (C). A sobreposi¢do das imagens mostra que houve uma boa colocalizagao
entre os marcadores ¢ Ch PrPres-alexa568 ou af31-42. Em (al), (b1) e (¢1) representam

uma regido ampliada de cada célula pra evidenciar a colocalizagdo. Barra=20pum.
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Fig. 34: Células SN56 marcadas com corante alexa 568 livre (A) e imagem de luz
transmitida (B). As células SN56 apresentaram sinal fraco quando marcadas com um

excesso de 1000 vezes em relagdo as amostras de PrPres. Barra=20um.
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Rab 7 ¢ uma GTPase que se concentra em membranas de endossomas tardios e
lisossomas, constituindo um marcador bastante util para estas organelas. O mutante
Q67L gera uma molécula constitutivamente ativa que promove a fusdo homotipica
destas organelas e como resultado desta fusdo, as células apresentam endossomas
tardios e lisossomas bem maiores. Para confirmarmos a presenca de Ch PrPres-alexa568
em endossomas tardios e lisossomas, nés usamos o mutante constitutivamente ativo de
Rab7 etiquetado com GFP (GFP-Rab7 Q67L) como marcador destas organelas. Células
SN56 foram transfectadas com esta construcdo e infectadas com Ch PrPres-alexa568
(Fig. 35). As células apresentaram endossomas de tamanho aumentado contendo PrPres
fluorescente (Fig. 35a - setas). Além disso, vesiculas positivas para GFP-Rab7 mutante
se distribuiram pela célula acumulando em neuritos e cones de crescimento (Fig. 35¢ -
setas). Praticamente todas as vesiculas positivas para Ch PrPres-alexa568 colocalizaram
com vesiculas positivas para Rab7 mutante. Outro dado interessante observado foi que
grandes agregados fluorescentes foram internalizados pelas células (Fig. 35b — setas) e
foram direcionados para vesiculas positivas para Rab7 mutante, indicando que a via de
internalizacdo usada além de pouco especifica como ja mostrado, permite a endocitose
de particulas grandes.

Juntos, estes dados mostram que agregados de Ch PrPres-alexa568 se associam a
superficie celular, sdo internalizados por um mecanismo pouco especifico independente
de clatrina ou “rafts” e em seguida, PrPres ¢ direcionado para endossomas tardios e

lisossomas.

4.11 — Mutantes de Rab 7 e formacao de PrPres em células N2a:

Os dados de infeccao de células SN56 com Ch PrPres fluorescente indicam que
estas moléculas se acumulam em lisossomas e endossomas tardios. Entdo, resolvemos
avaliar o papel destas organelas na formacao de PrPres em células N2a infectadas com
uma outra cepa de PrPres de camundongo, a 22L (N2aPS/22L). As células N2a foram
usadas nestes experimentos pois constituem um modelo cldssico de células em cultura
infectadas por prion e ja javiam sido usadas com sucesso em experimentos similares
avaliando o papel de Rab4 e Rab6 no processo de formagao de PrPres (Béranger e cols.,
2002). Para isso, estas células foram transfectadas com construgdes codificando Rab 7

selvagem e os mutantes Rab 7 Q67L, constitutivamente ativo ¢ o Rab 7 T22N,
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dominante negativo € como controle, as células foram submetidas ao protocolo de
transfeccdo na auséncia de DNA. As células transfectadas foram mantidas em meio
completo e apds 4 dias, quando apresentavam uma confluéncia de cerca de 90%, as
células foram lisadas. A quantidade de proteina total nos extratos das células
transfectadas foi avaliada e quantidades idénticas de proteina total de cada extrato foram
tratadas com proteinase K. PrPres foi precipitado a partir de cada amostra através do
método PTA (secdo 3.8) e submetido a eletroforose em gel NuPAGE (Invitrogen) (Fig.
36). O resultado de 3 experimentos independentes mostram que células expressando
Rab 7 selvagem apresentaram em média um aumento na formagao de PrPres de cerca de
30% em relacdo ao controle sem DNA. Células expressando o mutante
constitutivamente ativo Q67L também apresentaram um aumento discreto na formacgao
de PrPres (cerca de 10%) embora a média dos experimentos indique que esta diferenca
ndo foi significativa. Ja as células expressando o dominante negativo Rab7 T22N
apresentaram uma reducao de cerca de 24% na formagdo de PrPres quando comparada
ao controle sem DNA (Fig. 37). Estes dados sugerem que o trafego por endossomas

tardios e lisossomas pode ser importante no processo de formagao de PrPres.
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Fig. 35: Células SN56 transfectadas com GFP-Rab 7 Q67L e infectadas com Ch

PrPres-alexa568. Em (A), células apresentam grandes endossomas tardios e lissomas
contendo Ch PrPres em seu interior (setas). Em (B), um grande agregado pode ser visto
dentro da célula envolto em membranas positivas para Rab 7 mutante (seta). Além
disso, estas organelas também se acumulam em neuritos colocalizando com Ch PrPres

(C). Barra=20pm.
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Fig. 36: Producdo de PrPres em células N2a infectadas com 22L PrPres e
expressando Rab7 e seus mutantes foi avaliada. Células expressando Rab7 selvagem ou
0 seu mutante constitutivamente ativo (Q67L) apresentaram um aumento discreto na
formag¢do de PrPres sugerindo que endossomas tardios e lisossomas podem estar

envolvidos neste processo.
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Fig. 37: Grafico mostrando a quantidade de PrPres produzido em células N2a
infectadas com 22L PrPres e expressando Rab 7 ou seus mutantes. Células expressando
Rab 7 selvagem apresentaram um aumento na formagdo de PrPres (30%) e células
expressando o dominante negativo Rab7 T22N apresentaram uma redugdo neste
processo (24%). O mutante constitutivamente ativo Rab 7 Q67L embora tenha
apresentado aumento discreto (10%) em alguns experimentos, ndo apresentou diferenca
significativa em relacdo ao controle sem DNA. As barras representam o erro padrdo da

média.
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5 — Discussao:

PrPsen ou PrP° é uma proteina abundante em células neuronais e se apresenta
associada a superficie celular através de motivo de GPI (Stahl e cols., 1997; revisto por
Prusiner SB, 1998). Na membrana, esta proteina se localiza em “rafts” onde
provavelmente exerce a sua funcdo, a qual ainda necessita de ser compreendida
integralmente, embora varias possibilidades ja tenham sido descritas (Kaneko e cols.,
1997; Naslavsky e cols., 1999; Baron e cols., 2002; revisto por Martins e cols., 2002).
Esta proteina sensivel a tratamento com proteases e constituida principalmente de alfa
hélices pode sofrer uma alteracdo conformacional gerando uma molécula rica em folhas
beta (Caughey e cols., 1991; Pan e cols., 1993). Esta isoforma de PrPsen se torna
insolivel em detergentes e resistente a tratamentos com proteases, por isso €
denominada PrPres (Caughey e cols., 1990; revisto por Prusiner, 1998). A conversao de
PrPsen para PrPres estd envolvida no desenvolvimento de varias doencas
neurodegenerativas transmissiveis conhecidas como doencas de prion ou TSE
(encefalopatias espongiformes transmissiveis). Estas doengas sdo graves e fatais,
caracterizadas por perda neuronal e proliferacao de células da glia e podem apresentar
origem genética, esporadica ou infecciosa (revisto por Prusiner, 1998; Harris, 1999).

Estas duas isoformas, PrPsen e PrPres, apresentam caracteristicas biofisicas,
localizagdo celular ¢ meia vida bastante distintas apesar de terem a mesma sequéncia
primaria de aminoacidos. No entanto, o trafego intracelular destas moléculas, embora
possa seguir vias distintas, deve coincidir em alguma etapa para que haja associagdo
entre elas e formacdo de novas moléculas de PrPres. Portanto, o estudo do trafego de
PrPsen e PrPres ¢ de extrema importancia para o entendimento do papel fisiologico
destas duas isoformas e do processo de conversao. Como estratégia para investigarmos
o trafego destas isoformas, usamos moléculas fluorescentes para auxiliar o
monitoramento destas proteinas em células vivas de linhagem neuronal SN56.

Uma ferramenta bastante interessante que vem sendo utilizada com sucesso ¢ a
expressdo da proteina de interesse em fusdo com GFP (Green Fluorescent Protein)
(Lippincott-Schwartz & Patterson., 2003; Santos e cols., 2001). GFP ¢ uma proteina
fluorescente verde descoberta em &4gua-viva que associada a técnicas de biologia
molecular (clonagem) e biologia celular (microscopia confocal) tém facilitado o estudo

de processos bioldgicos em células vivas, evitando os artefatos causados pelo uso de
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anticorpos e fixacao de células e tecidos. Desta forma, a sequéncia que codifica GFP foi
inserida entre a sequéncia correspondente ao peptideo sinal e a proteina madura de PrP°,
para evitar que GFP fosse perdido durante as modificagdes pds traducionais (Lee e
cols., 2001). Simultaneamente, outros grupos produziram constru¢des de GFP-PrP°
similares, apresentando diferencas apenas quanto ao posicionamento de GFP sem
alteracdo do comportamento das moléculas expressas (Negro e cols., 2001; Ivanova e
cols., 2001; Lorenz e cols., 2002). Lee e cols. (2001) demonstraram que PrP® apresenta
localizacdo idéntica a proteina endogena na membrana plasmatica ancorada por GPI e
também se acumula numa regido perinuclear em células neuronais SN56.

Shyng e cols. (1995) demonstraram que PrP® de galinha com dele¢do na regido N-
terminal apresentava uma deficiéncia na endocitose e Shmerling e cols. (1998)
demonstraram que animais “knockout” para PrP® expressando esta proteina truncada
com dele¢des na regido N-terminal (32 a 121 ou 32 a 134) apresentavam quadros de
ataxia e morte neuronal restrita a camada granular do cerebelo. Como estes trabalhos
indicaram uma participacdo importante da regido N-terminal no papel fisiologico de
PrP°, resolvemos avaliar a distribuicdo do mutante de delegdo N-terminal (A32 a 121)
em células SN56 comparada a proteina selvagem. Para isso, a sequéncia de PrP° com
dele¢ao entre os aminoacidos 32 ¢ 121 foi clonada em fusao com GFP como descrito
anteriormente (secdo 3.1; Lee e cols., 2001). Noés verificamos que o mutante GFP-
PrPA32-121 apresentou maior acimulo na membrana plasmatica e menor concentracdo
na regido perinuclear quando comparado a proteina selvagem GFP-PrP¢, sugerindo que
este mutante possa apresentar realmente uma deficiéncia na endocitose confirmando
dados anteriores. De fato, esta delecdo compreende o sitio de ligacdo a cobre localizado
entre os aminoacidos 51 a 90 (Hornshaw e cols., 1995; Miura ¢ cols, 1996; Brown ¢
cols., 1997a) e ja foi demonstrado que este ion é capaz de induzir a endocitose de PrP°
de galinha (Pauly & Harris, 1998) e camundongo (Lee e cols., 2001; Perera & Hooper,
2001).

A endocitose de PrP° induzida pelo cobre e dependente da regido N-terminal da
proteina ja havia sido demonstrada por métodos bioquimicos classicos como o uso de
radioisotopos e imunoblots (Pauly & Harris, 1998; Perera & Hooper, 2001), mas a
visualizacdo deste processo em células vivas foi alcangada através da etiquetagem desta
proteina com GFP. Com esta ferramenta, nés demonstramos que GFP-PrP¢ ¢
internalizado ap6s a adi¢do de concentragdes micromolares de cobre enquanto que o

mutante, GFP-PrPA32-121 nao sofre alteracdo em sua distribui¢do. Estes resultados
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confirmam os dados anteriores indicando que a internalizagdo de GFP-PrP® é uma
resposta especifica a presenca de cobre e ¢ dependente da regido N-terminal. Além
disso, demonstram que a proteina de fusdo GFP-PrP° é funcional e uma ferramenta
importante no estudo de trafego de PrP”.

Os métodos bioquimicos ja haviam demonstrado a internalizagdo de PrP¢ induzida
por cobre, mas a localizagdo subcelular desta proteina apods a internalizacdo ainda ndo
havia sido avaliada. Com o uso de GFP-PrP°, nés verificamos uma diminui¢do induzida
por cobre da fluorescéncia na membrana e um aumento correspondente da fluorescéncia
numa regido perinuclear, indicando que apés internalizagdo, GFP-PrP® ¢ direcionado
para compartimentos subcelulares proximos ao nucleo.

A identidade destes compartimentos intracelulares em que GFP-PrP° e GFP-
PrPA32-121 se acumulam préximo ao nticleo foi avaliada através do uso de marcadores
para endossomas primarios e de reciclagem, como a transferrina e FM4-64 e
marcadores de Golgi como Bodipy TR. Nossos resultados indicam que GFP-PrP® e o
mutante GFP-PrPA32-121 se acumulam em endossomas de reciclagem e Golgi
(Magalhdes e cols., 2002), coerente com dados de outros grupos que também
demonstraram PrP¢ presente em Golgi (Negro e cols., 2001; Ivanova e cols., 2001;
Brown & Harris, 2003) e em endossomas primdrios e de reciclagem (Laine e cols.,
2001; Sunyach e cols., 2003; Brown & Harris, 2003). De fato, quando co-expressamos
GFP-PrP° e 0o mutante constitutivamente ativo Rab5 Q79L em células SN56, levando a
fusdo homotipica de endossomas primarios e retardando o trafego de proteinas pela via
classica nesta etapa, pudemos detectar GFP-PrP® juntamente com transferrina nestes
endossomas (Magalhaes e cols., 2002).

O mecanismo pelo qual PrP° ¢ internalizado pelas células ainda ndo esta claro e é
alvo de grande discussdo. Alguns trabalhos demonstram que PrP¢ se encontra em
intermediarios endociticos da via classica dependente de clatrina como endossomas
positivos para transferrina e Rab5 (Shyng e cols., 1994 e 1995; Magalhdes e cols., 2002;
Sunyach e cols., 2003), enquanto outros grupos detectaram esta proteina em dominios
caveolae (Vey e cols., 1996; Kaneko e cols., 1997; Naslavsky e cols., 1997; Marella e
cols., 2002; Peters e cols., 2003). Dinamina I ¢ uma GTPase importante na fissdo de
vesiculas recém formadas e estd envolvida tanto no mecanismo dependente de clatrina
(D'Hondt e cols., 2000; McNiven e cols., 2000) como em mecanismos independentes
como caveolae e “rafts” (Henley e cols., 1998; Oh e cols., 1998; Pelkmans & Helenius,

2003). O mutante Dinamina I K44A perde a atividade GTPésica e portanto ndo ¢ capaz

91



de promover fissdo de vesiculas recém formadas na membrana. As células expressando
este mutante apresentam uma redug¢do na endocitose e um bloqueio no processo de
diferenciagdo (revisto por Schmid & Damke, 1995; McNiven e cols, 2000; Barbosa e
cols., 2002). A distribuigdo de GFP-PrP° ¢ alterada na presenga deste mutante indicando
que Dinamina I tem papel importante na endocitose constitutiva de PrP°. Em células
SN56 co-expressando Dinamina I K44A e GFP-PrP°, esta proteina foi direcionada para
estruturas tibulo-vesiculares proximas a membrana, onde ficaram retidas.

No entanto, como GFP-PrP® ¢ uma proteina ancorada por GPI e ndo apresenta
dominios citoplasmaticos capazes de sinalizar o direcionamento para vesiculas positivas
pra dinamina I, resolvemos avaliar se o0 motivo GPI ¢ suficiente para sinalizar esta via.
Para isso, co-expressamos GFP-GPI e Dinamina I K44A ou Dinamina selvagem em
células SN56. A distribui¢do de GFP-GPI nao foi alterada na presenca de Dinamina
K44A, indicando que GPI ndo ¢ responsavel pelo direcionamento de proteinas a
vesiculas positivas para Dinamina. Estes dados sugerem que proteinas ancoradas por
GPI podem apresentar diferentes vias de internalizacdo e trafego, dependentes de sua
sequéncia de aminoacidos e possiveis interagdes com outras proteinas.

Nosso grupo verificou que dinamina I esta envolvida no mecanismo de endocitose
constitutiva de PrP® (Magalhdes e cols., 2002) e em seguida resolvemos avaliar o papel
desta proteina no mecanismo induzido por cobre. Nossos dados demonstraram que a
internalizagdo de GFP-PrP® por cobre foi abolida na presen¢a do mutante de dinamina,
sugerindo que esta proteina também tem papel fundamental na endocitose de PrP°
dependente de cobre.

Como mencionado anteriormente, dinamina [ ¢ uma proteina importante em
processos de endocitose dependente de clatrina e em alguns independentes como
caveolae ou “rafts” (revisto por Pelkmans & Helenius, 2003). Portanto, a participagdo
de dinamina I na endocitose de GFP-PrP° ndo esclarece o mecanismo utilizado por esta
proteina. Por isso, resolvemos avaliar o papel da clatrina na endocitose de GFP-PrP*
através da participagdo de AP180, uma proteina adaptadora responsavel pelo
recrutamento de clatrina para a endocitose. Nos verificamos que a expressao de AP180-
C, um fragmento C terminal desta proteina contendo o sitio de ligagdo a clatrina, ¢
capaz de inibir a endocitose dependente de clatrina em 75% em células SN56 por
competicdo pela ligacdo a clatrina. Nos também verificamos que estas células, nas
condi¢des de diferenciacdo em que trabalhamos, apresentaram uma expressao razoavel

da proteina clatrina. GFP-PrP® ndo apresentou alteracdo na sua distribui¢do constitutiva
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em células expressando AP180-C apesar da inibi¢do da endocitose dependente de
clatrina. Estes dados sugerem que a endocitose constitutiva de GFP-PrP° ndo ¢
exclusivamente dependente de clatrina ou que os 25% restantes da atividade de clatrina
sdo suficientes para manter a taxa normal de endocitose constitutiva de PrP° nestas
células (manuscrito em preparagao). Recentemente, Sunyach e cols. (2003)
demonstraram que PrP° estd presente em vesiculas cobertas por clatrina em cultura
primdria de neurdnios, sugerindo a participagdo deste mecanismo na endocitose
constitutiva de PrP° nestas células.

A taxa da endocitose de GFP-PrP¢ induzida por cobre foi alterada em células SN56
em que a endocitose dependente de clatrina foi inibida. Células expressando AP180-C
apresentaram uma redugao de cerca de 53% na endocitose induzida por cobre de GFP-
PrP°. Nossos dados sugerem que a curva de internalizagdo de GFP-PrP® apresenta dois
componentes, um rapido e independente de clatrina porém, dependente de dinamina I
(inalterado na presenca de AP180-C) e um lento dependente de clatrina (53% de
inibigdo na presenca de AP180-C). Estes resultados sugerem que a proteina PrP°
apresenta um trafego intracelular complexo, podendo utilizar diferentes vias de
internalizagdo. Mais estudos sdo necessarios para definir se PrP® internalizada por
diferentes mecanismos converge para os mesmos intermediarios endociticos ou ainda,
pode seguir por vias intracelulares distintas acarretando talvez uma maior diversidade
de fungdes celulares.

Um mecanismo independente de clatrina e dependente de dinamina I que poderia
estar envolvido na endocitose de PrP°¢ é o caveolae. Este mecanismo requer a presenga
de caveolina, uma proteina de 22kDa que recobre as vesiculas de caveolae gerando um
aspecto estriado. Nos verificamos através de métodos bioquimicos que células SN56
diferenciadas ndo expressam caveolina e portanto, este mecanismo nio deve estar
envolvido na endocitose de PrP® independente de clatrina nestas células. No entanto,
outro mecanismo como “lipid rafts” que também independe de clatrina e utiliza
dinamina [ poderia estar envolvido neste processo. De fato, alguns trabalhos
demonstram que PrP° esta presente nestes dominios “rafts” (Kaneko e cols., 1997;
Naslavsky e cols., 19997; Baron e cols., 2002). Este mecanismo de endocitose ¢
parecido com caveolae, ou seja depende da constituicdo lipidica da membrana, requer
dinamina mas ndo requer caveolina e aparentemente ndo apresenta nenhum outro

marcador que possa ser usado para identificacdo. O trafego dos intermediarios
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endociticos provenientes deste mecanismo também nao esta muito esclarecido, podendo
ser diferente do mecanismo de caveolae.

Nossos estudos e de outros grupos tem ajudado a delinear um cenario para
internalizagdo e trafego intracelular de PrP® (Fig. 38). Esta proteina possivelmente segue
a via biossintética comum as proteinas ancoradas por GPI a partir do reticulo
endoplasmatico (ER), passando pelo Golgi e ¢ encaminhada para membrana plasmatica
através de vesiculas de transporte. Uma vez na membrana plasmatica, ela pode ser
internalizada constitutivamente ou induzida por cobre. O mecanismo principal de
endocitose de PrP° parece ser dependente de clatrina, ja que esta proteina foi detectada
em vesiculas cobertas por clatrina (Sunyach e cols.,, 2003) em neurdnios € em
endossomas positivos para Rab 5 e transferrina em células de cultura ou neurdnios
(Magalhdes e cols., 2002; Sunyach e cols., 2003; Brown & Harris, 2003), porém
mecanismos independentes de clatrina e dependentes de dinamina também parecem
estar envolvidos. Alguns trabalhos sugerem participacao de caveolae na endocitose de
PrP° em alguns tipos celulares (Vey e cols., 1996). Em células SN56 diferenciadas, a
caveolina ndo ¢ expressa e portanto, um mecanismo independente de caveolae e
clatrina, porém dependente de dinamina I pode estd envolvido. Uma possibilidade ¢ o
envolvimento do mecanismo de endocitose dependente de “lipid rafts” (Magalhdes e
cols., manuscrito em preparagao).

Outra ferramenta interessante para o estudo de trafego de proteinas em células vivas
¢ a conjugacdo de proteinas de interesse purificadas com a molécula fluorescente
alexa568. Esta foi a estratégia usada pelo nosso grupo para monitorar o trafego da
isoforma infecciosa PrPres. Desta forma, PrPres de camundongo (Chandler e 87V) e
hamster (263K) ou fragcdes microssomais foram purificadas a apartir de cérebro de
animais doentes e conjugados a molécula fluorescente alexa568. Nossos dados
demonstraram que as principais bandas marcadas com alexa568 presentes nas amostras
de PrPres foram reconhecidas por anticorpo especifico para PrP.

Células SN56 foram entdo tratadas com PrPres fluorescente e a internalizagdo e
trafego desta proteina foram avaliados num periodo de pelo menos 5 dias através de
microscopia confocal. No periodo de 3 a 5 dias apos a incubag¢dao com PrPres, a maioria
das células incubadas com Ch PrPres (70 a 90% das células em cultura) apresentou
fluorescéncia distribuida em vesiculas espalhadas pelo citoplasma e muitas vezes,

acumulada em neuritos, enquanto apenas 20 e 40% das células SN56 incubadas com
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Fig. 38: Endocitose e localiza¢do subcelular de PrP°
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263K e 87V PrPres respectivamente, apresentaram esta distribui¢do em vesiculas no
citoplasma no mesmo periodo. Nestes experimentos, a maioria das células em cultura
apresentou agregados de tamanhos variados mesmo 5 dias apds a incubagdo. Estes
agregados se apresentavam associados a superficie celular ou muitas vezes, pareciam se
localizar dentro da célula, sugerindo um mecanismo de endocitose capaz de internalizar
grandes particulas. Andlise dos valores de area dos agregados de Ch, 263K e 87V
PrPres associados as células nas primeiras horas apo6s incubacdo demonstraram que
agregados de Ch e 263K apresentam areas similares, enquanto 87V PrPres apresentam
areas menores, indicando que a diferenca na habilidade de processar o agregado nao
esta relacionada com o tamanho do mesmo. Estes dados sugerem que as células SN56
apresentam uma menor eficiéncia na internalizacdo e principalmente, na distribuicao de
87V e 263K PrPres em vesiculas pelo citoplasma da célula. Esta diferenca poderia estar
relacionada a auséncia de co-fatores celulares que auxiliam o processamento e
distribuicao de PrPres em vesiculas no caso de infeccao de células com PrPres de
espécie diferente (efeito barreira-espécie). Mas também existe a possibilidade de
agregados de diferentes espécies e cepas de PrPres apresentarem caracteristicas
biofisicas diferentes, como por exemplo, a estabilidade do agregado, estado de
glicosilagdo das moléculas e associacao das fibrilas. De fato, ja foi demonstrado que
diferentes cepas apresentam susceptibilidade a degradagdo por proteinase K e propor¢ao
das formas deglicosilada, mono e diglicosilada diferentes. Além disso, também foi
sugerido que agregados de 87V e 263K sdo muito bem empacotados dificultando a
distingdo de fibrilas individuais, enquanto agregados de outras cepas de PrPres de
camundongo como ME7 e 139a apresentam fibrilas menos empacotadas (Kascsak e
cols., 1986). Desta forma, agregados de tamanhos similares, mas com diferentes niveis
de empacotamento das fibrilas poderiam dificultar o processamento e distribui¢do das
moléculas de PrPres para vesiculas.

Nossos experimentos também demonstraram que a adicdo da molécula fluorescente
ndo altera a infectividade de PrPres. Células incubadas com Ch PrPres-alexa568 e
mantidas em cultura por varias passagens (pelo menos 23 passagens) apresentaram
formagdo de novas moléculas de PrPres, indicando infecgdo persistente por prion. No
entanto, células incubadas com 87V e 263K PrPres-alexa568 e mantidas em cultura pelo
mesmo periodo ndo apresentaram formacao de novas moléculas de PrPres, ou seja, ndo
foram infectadas. Portanto, a internalizacdo dos agregados e trafego de PrPres para

vesiculas no citoplasma das células coincide com o processo de infec¢dao persistente e
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sugere que este trafego pode ter importdncia para o estabelecimento da infecgao.
Experimentos anteriores (Gerald Baron, comunica¢do pessoal) demonstraram que
células SN56 eram resistentes a infec¢do por 263K e 87V PrPres. De fato, ja foi descrita
uma barreira-espécie que inviabiliza a infec¢@o de células de camundongo por PrPres de
hamster (revisto por Prusiner, 1998). E foi demonstrado que a introducao do gene de
PrPsen de hamster ou uma chimera de PrPsen de camundongo e hamster em células de
camundongo pode neutralizar o efeito da barreira-espécie e tornar estas células sensiveis
a infecgao por PrPres de hamster (Scott e cols., 1989; 1992). J4 87V ¢ uma cepa de
camundongo que apresenta uma peculiaridade; sua habilidade de infec¢cdo depende dos
alelos (a ou b) para o gene PrP presentes na célula. Esta cepa s6 ¢ capaz de causar
infecgdo persistente em células de camundongo homozigotas para o alelo b do gene de
PrPsen (Carlson e cols., 1994; Nishida e cols., 2000), sugerindo que as células SN56
contenham pelo menos um alelo “a” para o gene de PrPsen.

Microssomos purificados a partir de cérebro de animais sadios e infectados por
Chandler PrPres em estado terminal da doenga também foram conjugados a molécula
alexa568 e incubados com as células SN56. Ja nas primeiras 4 horas, grandes particulas
fluorescentes, provavelmente resultante da associagdo de microssomos, se ligaram as
células e algumas vesiculas ja podiam ser notadas no interior da célula. Em 24 horas, a
fluorescéncia estava distribuida em vesiculas espalhadas pelo citoplasma e acumuladas
em neuritos e as células ainda apresentavam microssomos associados sobre a superficie
celular. Tanto microssomos provenientes de cérebro normal como microssomos
provenientes de animal infectado com Chandler PrPres (Ch microssomos) apresentaram
0 mesmo comportamento, provavelmente devido a alta concentragcdo de proteinas ndo
relacionadas a PrPres nestas fragdes microssomais. Portanto, estes dados demonstram
que PrPres associados a membrana ¢ rapidamente captado pelas células e distribuido em
vesiculas. Esta facilidade na internalizagdo e trafego poderiam ter uma implicacdo na
eficiéncia de infec¢do. De fato, nossos dados demonstram que a produgdo de novas
moléculas de PrPres em células infectadas por Ch microssomos ¢ similar a de células
infectadas com Ch PrPres purificado, apesar da quantidade de Ch PrPres presente na
fracdo microssomal ser bastante inferior que a usada nos experimentos com Ch PrPres
purificado. Portanto, em nossas condigdes, Ch PrPres associado a membranas
apresentou uma maior eficiéncia na infec¢ao de células SN56 (Baron e cols., manuscrito

em preparacao).
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No6s também investigamos a internalizacdo e trafego de amildides nao
transmissiveis como fibrilas de 31-42 (doencas de Alzheimer) e de PrP recombinante
em células SN56. Tanto as fibrilas de 1-42 como as de PrP recombinante apresentaram
agregados que se associaram as cé€lulas nas primeiras horas e apds 24 horas a
fluorescéncia se distribuiu em vesiculas pelo citoplasma e neuritos. Apesar de haver
uma diferenga quanto a cinética de internalizacao e distribuicdo entre estas fibrilas e os
agregados de PrPres, a distribuicdo da fluorescéncia em vesiculas no citoplasma foi
similar. Esta similaridade entre estes amildides pode refletir um mecanismo comum e
pouco especifico para internalizagdo e trafego destas moléculas em células SN56. No
caso das fibrilas de PrP recombinante, poucas células apresentaram também um
acimulo na regido perinuclear, similar a localizacdo perinuclear de PrPsen, sugerindo
que possa haver proteinas com conformacdo parecida a PrPsen associadas aos
agregados de PrP recombinante e que sdo direcionadas a regido perinuclear.

Para avaliacdo da identidade das vesiculas positivas para PrPres no citoplasma e
neuritos, alguns experimentos de dupla marcacdo foram feitos em células SN56
infectadas com Chandler PrPres. Como PrPres e PrPsen sdo encontrados em dominios
“rafts” na membrana (Vey e cols., 1996; Nasvlasky e cols., 1997), n6s usamos a toxina
da colera como marcador de endocitose dependente de “lipid rafts”. E como PrPsen
também se localiza em vesiculas positivas para transferrina (Magalhaes e cols., 2002;
Brown & Harris, 2003; Sunyach e cols., 2003), esta proteina foi usada como marcador
de endossomas da via classica dependente de clatrina (endossomas primdrios ¢ de
reciclagem). Ch PrPres-alexa568 ndo colocalizou com nenhum destes marcadores,
sugerindo a possibilidade de PrPres ser internalizado por um mecanismo diferente do
dependente de clatrina ou “lipid rafts”. Entretanto, ndo podemos descartar a
possibilidade de falta de sincronizagao entre os eventos de endocitose de Ch PrPres e
toxina da colera ou transferrina.

Interessados em avaliar se Ch PrPres se acumula em vesiculas sindpticas nos
neuritos, o que representaria uma alternativa eficaz para a propagacao de PrPres entre
células no sistema nervoso, nos utilizamos GFP-VAChT como marcador de vesicula
sinaptica. O transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) se distribui em
endossomas primdrios e de reciclagem no corpo celular e em vesiculas sindpticas nos
neuritos (Santos e cols., 2001; Barbosa Jr e cols., 2002). Ch PrPres-alexa568 também
nao colocalizou com GFP-VAChHT, sugerindo que PrPres ndo se acumula em vesiculas

sindpticas e estas ndo apresentam um papel importante na transferéncia de PrPres entre
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células SN56. Portanto, outros mecanismos estariam envolvidos na propagacao de
PrPres entre estas células.

Alguns trabalhos demonstraram que PrPres se localiza em lisossomas em células
infectadas (Caughey e cols., 1991; McKinley e cols., 1991). Outros grupos também
demonstraram a localizagdo de PrPres em lisossomas em cérebro humano ¢ de
camundongo afetado por doengas pridnicas (Laszlo e cols., 1992; Arnold e cols., 1995;
Grigoriev e cols., 1999). Desta forma, nds também usamos lisotracker, um marcador de
organelas acidicas como lisossomas e endossomas tardios e dextran, um marcador de
fase fluida que apds endocitose ¢ direcionado para estas mesmas organelas (Rejman e
cols., 2004). Ch PrPres-alexa568 apresentou alta colocalizacio com estes dois
marcadores, indicando que ap6s internalizagdo Ch PrPres ¢ direcionado para
endossomas tardios e lisossomas. A localizagdao de Ch PrPres-alexa568 em endossomas
tardios e lisossomas em células SN56 abre outras possibilidades para o mecanismo de
propagacdo de PrPres entre estas células. Uma delas seria os exossomas, que sao
vesiculas membranosas originadas de endossomas tardios e lisossomas com didmetro
variando entre 50 e 100nm (Fevrier e cols., 2004). Uma outra possibilidade seria a
exocitose de lisossomas (revisto por Andrews, 2000) ou ainda, os nanotubulos que sdo
estruturas extremamente finas apresentando cerca de 50 a 200nm de didmetro que fazem
contato entre células adjacentes e podem mediar a transferéncia de vesiculas positivas
para lisotracker (Rustom e cols., 2004). Recentemente, Baron e cols. (manuscrito em
preparacdo) demonstraram que pequenas quantidades de PrPres podem ser secretadas
pelas células SN56 e sdo suficientes para causar infeccdo de uma nova cultura destas
células.

Além disso, ja foi sugerido que o pH acido seja um dos requisitos para a alteragdo
conformacional desta proteina (Swietnicki e cols., 1997) e que o sitio de conversdo de
PrPsen para PrPres em células N2a poderia ser o lisossoma (Caughey e cols., 1991;
Caughey & Raymond, 1991). No entanto, também foi demonstrado que em ensaios de
conversao “in vitro”, a maior eficiéncia de conversao foi atingida em pH neutro (Baron
e cols., 2002).

Outro ponto interessante ¢ que no caso da doenca de Alzheimer, AB1-42 apos ser
internalizado também ¢ direcionado para lisossomas em neurdnios. O acumulo destas
moléculas nos lisossomas provoca uma alteragdo na permeabilidade da membrana
lisosomal e as enzimas presentes nestas organelas sdo liberadas no interior da célula,

causando toxicidade celular e iniciando o processo de neurodegeneragdo (Nixon e cols.,
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2000). Desta forma, o acaimulo de Ch PrPres em lisossomas também pode ter relevancia
nos mecanismos de neurodegeneracao associada a doencas prionicas.

Alguns controles feitos paralelamente aos experimentos descritos acima, como a
incubacdo de células SN56 com o corante alexa568 livre e a detecgdo de Ch PrPres
intacto 4 dias apds incubacdo com as células, indicam que a fluorescéncia visualizada
durante este periodo ¢ especifica a molécula Ch PrPres-alexa568. Estes dados
demonstram que apesar da localizacdo em lisossomas e endossomas tardios, grande
parte da proteina ndo sofre protedlise, coerente com a alta resisténcia a proteases
descrita para PrPres.

A expressdo do mutante Rab7 Q67L etiquetado com GFP em células SN56
infectadas com Ch PrPres também confirmou a localizagdo desta proteina em
lisossomas e endossomas tardios. Ch PrPres se localizou no interior de grandes
vesiculas positivas para o mutante de Rab7 tanto no corpo celular quanto no neurito.
Além disso, em algumas células pudemos notar grandes agregados dentro da célula
recobertos por membrana marcada com GFP-Rab7 Q67L, sugerindo novamente que o
mecanismo de internaliza¢do envolvido na endocitose de Ch PrPres seja um mecanismo
ndo seletivo e que permita a internalizacdo de grandes particulas como por exemplo a
macropinocitose.

Outro modelo bioldgico classico, as células N2a persistentemente infectadas com
22L PrPres apresentaram alteragcdo na taxa de formacao de PrPres na presenca de Rab 7
e dos mutantes Q67L e T22N, confirmando a importancia desta organelas no processo
de manutencdo da infeccdo. A superexpressao de Rab 7 selvagem aumenta o transporte
em direcdo a endossomas tardios e lisossomas e também causou um aumento discreto
na formagdo de PrPres nestas células. O mutante constitutivamente ativo Q67L também
apresentou uma tendéncia para o aumento na formacdo de PrPres e o dominante
negativo T22N causou uma diminui¢ao na formacao de PrPres. Estes dados sugerem
que o trafego para endossomas tardios e lisossomas ¢ importante para a formacdo de
novas moléculas de PrPres em células N2a infectadas com 22L. Portanto, o acimulo de
Ch PrPres em lisossomas pode ser relevante para o mecanismo de conversao e formagao
de novas moléculas de PrPres, bem como a propagacdo de PrPres entre as células e
ainda, nos processos de neurodegeneragao.

Em resumo, nossos dados sugerem que um mecanismo ndo seletivo, como por
exemplo a macropinocitose, poderia ser responsavel pela internalizagdo de Ch PrPres

em células SN56. A proteina seria entdo direcionada para endossomas tardios e
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lisossomas, que parecem ter uma participacdo importante no processo de formacao de
novas moléculas de PrPres. Além disso, a internalizagdo e trafego de Ch PrPres parece
similar a outros amildides ndo transmissiveis, sugerindo um processo pouco seletivo.
Apesar disso, este trafego coincide com a infec¢do persistente destas células, ja que
cepas que nado sao capazes de causar infec¢ao apresentam alteragcdo no trafego. Também
demonstramos que Ch PrPres inserido em membranas (Ch microssomos) ¢ internalizado
e distribuido pela célula com mais eficiéncia e que a formacao de PrPres também ¢ mais
eficiente.

GFP-PrP° e Ch PrPres-alexa568 sdo ferramentas muito uteis no estudo do trafego e
processo de infeccdo das células. Eles poderdao ser usados em estudos futuros para
avaliar a colocalizag¢do destas duas moléculas e possiveis sitios para conversdo. Estudos
sdo necessarios para avaliar se GFP-PrP° pode ser convertido a uma isoforma
infecciosa, ja que aparentemente a regido C-terminal de PrPsen estd envolvida na
conversao e no caso desta construcao, GFP foi adicionado a regido N-terminal. Caso
seja possivel, quais as conseqiiéncias para a fluorescéncia de GFP, ja que esta molécula
também poderia ter sua conformacdo alterada. Além disso, mais estudos serdo
necessarios para avaliarmos quais intermedidrios endociticos estdo envolvidos na

captacao de PrPres a partir dos agregados até os lisossomas.
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Todas as imagens obtidas por Microscopia Confocal foram gravadas neste CD para que
os membros da banca possam ter acesso aos videos e a figuras com alta resolugao.

As figuras estdo em formato TIF e os videos estio em formato AVI na pasta
“suplemento” deste CD. Os videos também podem ser visualizados em arquivo PPT
com uma pequena descri¢do e setas indicando a regido da célula onde o evento citado
pode ser visualizado.

* As figuras deste CD podem ser utilizadas para fins didaticos desde que citada a

fonte.
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