DETERMINACAO DA ATIVIDADE FUNCIONAL DA
PROTEINA PRION CELULAR COM AS MUTACOES V180,
T183A E E200K DENTRO OU PROXIMAS AO SITIO DE
INTERACAO A LAMININA

ZANITH DA SILVA PRADO COOK

Dissertacao apresentada a Fundacao Anténio
Prudente para obtencao do titulo de Mestre
em Ciéncias

Area de Concentracdo: Oncologia

Orientadora: Dra. Vilma Regina Martins

Sao Paulo
2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



FICHA CATALOGRAFICA
Preparada pela Biblioteca do Centro de Tratamento e Pesquisa

Hospital do Cancer A.C. Camargo

Cook, Zanith da Silva Prado
Determinacao da atividade funcional da proteina prion celular com
as mutacoes V180l, T183A e E200K dentro ou proximas ao sitio de
interacao a laminina / Zanith da Silva Prado Cook -- Sao Paulo, 2007.
83p.
Dissertagdo (Mestrado)-Fundagédo Anténio Prudente.

Curso de P6s-Graduacédo em Ciéncias-Area de concentragdo:
Oncologia.

Orientadora: Vilma Regina Martins

Descritores: 1. PRIONS/patogenecidade. 2. LAMININA. 3. MUTACAO.




“...scientific work must not be considered from the point of view of the direct



Aos meus pais, pelos valores transmitidos, pela educagdo que me
possibilitou chegar até aqui, pelo amor, carinho e incentivo para seguir meus

sonhos e por tornar possivel sua concretizagao.

Ao meu companheiro Alexandre pelo amor, carinho e por estar ao meu lado,

sempre.

Eu amo vocés!



Agradecimentos

A Dra. Vilma Regina Martins, pela oportunidade de trabalhar no seu

grupo e possibilitar meu crescimento profissional.

Ao Dr. Luiz Fernando L. Reis, pelo exemplo de trabalho sério e
criterioso na conducgado desta pds-graduacao e pela disposicdo em ajudar
sempre que solicitado.

A Marilene e Glaucia, pela excencial contribuicdo no

desenvolvimento deste trabalho.

Aos colegas do laboratério de Biologia Celular e Molecular — Flavio,
Tiago, Camila, Cinthia, Michele, Cleiton, Pamela, Evania e Eliane — pela

ajuda e por colocar uma pitada de diversao no dia a dia do trabalho.

Aos colegas dos demais laboratérios, Enrique, Tati, Aline, Lara,
Laura, Zé, Joao, Pat Possik, Pat Savio (agora na “Cidade Maravilhosa”...)

pelos empréstimos, pela ajuda e pelos 6timos momentos de descontracao.

A Ana Paula Lepique, um exemplo de talento, generosidade e

humildade, por toda a ajuda.

A Regina Nomizo, pela valiosa ajuda nos experimentos de citometria
de fluxo.

A todos os funcionarios e colegas do Instituto Ludwig, que direta

ou indiretamente contribuiram para a realizacao deste trabalho.

A amiga Carina Victéria, que tem papel crucial na minha vida pessoal
e profissional, a0 me apresentar a pessoa com quem pretendo passar resto

da minha vida e o Instituto onde desenvolvi este trabalho. Obrigada pelo



apoio nos momentos dificeis, por compartilhar os momentos alegres e por

ceder computador onde escrevo estas linhas.

Ao Rodrigo Louro, for the fun times e por me aglentar na sua casa

até nos dias ruins.

A Gaia, mais do que prima, minha amiga e confidente desde o bergo,
que sempre esta la quando preciso.

A Cati e Ju, amigas para a vida.
A minha familia, por todo carinho, incentivo e apoio, em especial aos
meus avos, Zana e Roberto Prado, e minha tia-avo Regina, pelo exemplo

de vida.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo e ao
Howard Hughes Medical Institute, pelo apoio financeiro.



Zanith da S. P. Cook i

RESUMO

Cook, ZSP. Determinacao da atividade funcional da proteina prion
celular com as mutacoes V180l, T183A e E200K dentro ou préximas ao
sitio de interacao a laminina. Sao Paulo; 2007. [Dissertagdo de Mestrado-

Fundagao Anténio Prudente].

Doencas por prions sdao encefalopatias neurodegenerativas de origem
infecciosa, esporadica ou hereditaria que atingem tanto animais quanto o
homem. Desde a identificacdo da isoforma celular da proteina prion e
seqlienciamento do gene que a codifica, diversas mutagdes tém sido
descritas no gene PRNP, sendo que mais de 55 destas segregam com
enfermidades. A partir da década de 90 foram relatadas diversas funcdes
fisiolégicas de PrP® e a hipdtese de que as doencas de prion estdo
relacionadas a perda de funcdo da proteina normal, e ndo apenas a
neurotoxicidade da isoforma infecciosa, PrP®°, vem ganhando forca desde
entdo. Com o intuito de verificar a influéncia destas mutagcdées na fungéao
fisiolégica de PrP®, a interacdo da proteina com seus ligantes e sua
distribuicdo celular, foram geradas moléculas de PrP® com as mutacdes
V180l, T183A e E200K fusionadas a proteina fluorescente verde (GFP-
PrP®). Optamos por estudar estes mutantes uma vez que se localizam
dentro sitio de interacdo entre PrP® e um de seus ligantes, a laminina,
descrito por nosso grupo. Esta interacdo € fundamental para varios
processos biologicos de células do sistema nervoso, como adesdo e
diferenciag@o celular. Dada a influéncia do polimorfismo no cédon 129 no
fenotipo de algumas doencas pribnicas de origem genética, a alteragao de
aminoacido neste cddon foi associada a cada mutacao, gerando haplétipos
129M/1801, 129V/180l, 129M/183A, 129V/183A, 129M/200K e 129V/200K,
além do tipo selvagem associado a 129M ou 129V. Através de microscopia
confocal, mostramos que a GFP-PrPV'®% e GFP-PrP2°K  assim como a

proteina do tipo selvagem, estdo distribuidas corretamente na célula
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(membrana plasmatica e regido perinuclear). Ao contrario, a mutagdo T183A

afeta a distribuicdo celular da molécula de PrP®, independente do
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SUMMARY

Cook, ZSP. [Determination of the functional activity of cellular prion
protein contaning the mutations V180l, T183A e E200K localized in or
next to the laminin binding site]. Sdo Paulo; 2007. [Dissertacdo de
Mestrado-Fundagé&o Antdnio Prudente].

Prion diseases are neurodegenerative encephalopathies that can have
infectious, sporadic or inherited origin and affect both animals and humans.
Since the identification of the cellular isoform of the prion protein, followed by
the sequencing of its corresponding gene, several mutations have been
described on the PRNP gene and more than 55 of those being related to
pathologies. Over the years, many physiological functions of PrP® have been
described, and the PrPC loss-of-function hypothesis, for the prion diseases, is
getting more strength. In order to verify the influence of those mutations on
the physiological functions of PrPC, we generated PrP® molecules containing
the mutations V180Il, T183A and E200K fused to green fluorescence protein
(GFP). Those mutants were chosen because they are localized in the
lamminin-PrP® binding site, which was previously described by our group.
This interaction is required for various biological processes on the nervous
system, including cell adhesion and differentiation. Interestingly, the
polymorphism at codon 129 affects the phenotype of some prion diseases
when associated with mutations, and need to be considered. Thus, PrP°
molecules presenting a combination of the 129 polimorphism and the
described mutations were generated resulting in the haplotypes: 129M/180l,
129V/1801, 129M/183A, 129V/183A, 129M/200K and 129V/200K, as well as
wild-type with methionine or valine on codon 129. Using confocal
microscopy, we showed that GFP-PrPY'®% and GFP-PrPE2%K as well as the
wild-type molecules, were correctly localized on the plasma membrane and
perinuclear region. On the other hand, the mutation T183A altered the

subcellular distribution of PrP°, independently of the amino acid present at
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codon 129, resulting in the protein accumulation at the perinuclear region,
wich suggests PrP® retention in the endoplasmatic reticulum. Also, we
showed that the GFP-PrPY'® and GFP-PrP¥2°% molecules are functional
since they are internalized after the addition of copper ions to the culture
medium. To evaluate the effect of the mutations on the PrP° function, we
next performed migration assays using lamminin as the substrate. For that,
the constructs were stably transfected in N2a cells, from which clones were
selected to obtain homogeneous expression levels. No significative
differences were detected on the migration rates of the mutants when
comparing with their normal counterparts. However, with these preliminary
observations is not possible to conclude that PrP® mutations do not affect the
normal function of the protein. Further work, with different approaches,
should be addressed for a better evaluation of the impact of these mutations
on the normal functions of the cellular prion protein.
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1 INTRODUCAO

1.1 PRION SCRAPIE E PRION CELULAR

As encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSEs da sigla em
inglés) sdo um grupo de doengas neurodegenerativas fatais representadas
principalmente pela doenca de Creutzfeldt-dakob (CJD), sindrome de
Gerstmann-Straussler-Sheinker (GSS) e insbnia familial fatal (FFl) em
humanos, scrapie em ovelhas e encefalopatia espongiforme em bovinos
(mais conhecida como “doenca da vaca louca”). Também chamadas de
doencas por prions, as TSEs apresentam propriedade Unica por terem
origem infecciosa, esporadica ou genética (AGUZZI e POLYMENIDOU,

2004; PRUSINER, 1998).

Por muitos anos a natureza fisico-quimica do agente etiolégico das
TSEs foi discutida. De todas as doencas por prions, o scrapie é o que foi
mais extensivamente estudado uma vez que foi o primeiro a ser transmitido
a roedores (CHANDLER, 1961). A partir dos cérebros de hamsters
experimentalmente infectados, foi possivel a purificacdo e caracterizagdo
bioquimica da particula causadora do scrapie, um material extremamente
insoluvel, com caracteristicas amildéides. Com as observacdes de que este
agente era resistente a altas temperaturas, tratamento por agentes
desnaturantes, radia¢des ultravioleta e raios-X, Stanley Prusiner, em 1982,

prop6s que a particula infecciosa seria composta apenas por proteina, sem

Introdugao



Zanith da S. P. Cook 2

nenhum acido nucléico, distinguindo-a de todos os agentes patogénicos
conhecidos até o momento. Ele entdo introduziu o termo “prion” para
distinguir estas particulas infecciosas proteicas dos virus e Vviridides

(revisado por MARTINS, 1999).

Com a purificagdo das particulas infecciosas, foram produzidos
anticorpos que reconheceram uma proteina de 33-35kDa, presente tanto no
cérebro de animais normais quanto infectados (BARRY e PRUSINER, 1986;
OESCH et al., 1985). A observacao de que a proteina presente no cérebro
de animais normais era totalmente degradada por enzimas proteoliticas,
enquanto a molécula infecciosa era bastante resistente a sua acéo, levou a
conclusao de que havia uma isoforma celular normal da proteina infecciosa.
O agente responsavel pela transmissdo da doenca foi designado como PrP
(proteina prion scrapie) e a proteina normal do hospedeiro foi chamada

proteina prion celular, ou PrP® (PRUSINER, 1989).

Em 1989, Prusiner propds que PrPS° (também designado como PrP"s,
de “resisténcia a digestdo por proteinase K”) seria capaz de converter PrP®
em outras moléculas de PrP5¢ em células normais através da formacéao de
dimeros. Assim, novas moléculas de PrP% seriam geradas
exponencialmente a partir do PrP®, levando a um actimulo de PrP*®insoltvel
dentro e fora das células, o que provavelmente seria um dos eventos que
levam a morte neuronal (PRUSINER, 1989). A producdo de camundongos
deficientes para o gene de PrP° (Prnp®®) pelo grupo de Charles Weissmann

(BUELER et al., 1993) e a observacdo de que estes animais eram

completamente resistentes a infeccdo por prions, sendo esse efeito

Introdugao
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reversivel apds a reintroducdo do gene, trouxe mais uma evidéncia da

participacdo do PrP® no processo infeccioso.

Legenda: PrP° possui trés regides em a-hélice (espirais verdes) em sua estrutura e duas
regides em folha B-pregueada (setas azuis). PrPS¢, por sua vez, apresenta duas regiées em
o-hélice e quatro em folha B-pregueada.

Fonte: http://www.ceniap.gov.ve/bdigital/congresos/vacaloca/rollomorela.htm

Figura 1 - Estrutura terciaria de PrP° e PrPS°.

Introdugao
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Legenda: Residuos 125-231 provenientes de uma estrutura de RMN (ressonéncia
magnética nuclear) modelados com oligossacarideos (representagdo compacta); a porgao
N-terminal (residuos 23-124) aparece como random coil (em laranja) e a ancora de GPI em
cinza. Estrutura secundéria: hélice A (aA; residuos 144-156; vermelho), hélice B (aB;
residuos 177-193; verde), hélice C (aC; residuos 200-223; azul claro), folhas-f B1 (residuos
128-131; vermelho) e B2 (residuos 160-164; vermelho escuro). Cadeias laterais de histidina
envolvidas com a ligacdo de cobre sdo mostradas em verde. Residuos de lisina e arginina
representados como palitos em azul.

Fonte: (Adaptado de BENNION e DAGGETT, 2002).

Figura 2 — A proteina prion celular ancorada a membrana plasmética.

PrP® é uma glicoproteina de superficie celular ligada a face externa
da membrana plasmatica através de sua por¢do C-terminal por uma ancora
de glicosilfosfatidilinositol (GPI, Figura 2) (PRUSINER, 1991; STAHL et al.,
1987). E sintetizado pelos ribossomos concomitantemente ao seu transporte
para o reticulo endoplasmatico (KIM e HEGDE, 2002), onde sofre

modificagdes pos-traducionais, como clivagem do peptideo sinal N-terminal

Introdugao
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(residuos 1-22) e do segmento hidrofobico C-terminal (residuos 231-253),
além da adicdo de uma ancora de GPI (STAHL et al., 1987) e duas cadeias
de oligossacarideos nos residuos Asn181 e Asn197. Ainda no reticulo
endoplasmatico é formada uma ponte dissulfeto entre os residuos Cys179 e

Cys214 (CAUGHEY et al., 1989; RUDD et al., 2002).

A maior parte da molécula de PrP® madura encontra-se exposta na
superficie celular e ligada a outras proteinas de membrana (CAUGHEY et
al., 1989). La esta localizado em dominios de membrana ricos em colesterol
denominados lipid-rafts, ou microdominios de membrana, e passa por um
ciclo que inclui sua internacao e reciclagem para a membrana (SUNYACH et
al., 2003). O mecanismo de internacao ainda é controverso. Alguns autores
defendem um processo mediado por vesiculas revestidas externamente por
clatrina (SHYNG et al., 1993; SUNYACH et al., 2003) e outros um processo
mediado por dominios de membrana semelhantes a cavéolas (KANEKO et
al., 1997; PETERS et al., 2003; VEY et al., 1996). A internacdo de PrP°
também pode ser estimulada pela adicdo de ions cobre ao meio de cultura
celular (PAULY e HARRIS, 1998). As moléculas que nao estao na superficie
celular concentram-se no reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi € em
organelas semelhantes a endossomos no citoplasma (LAINE et al., 2001;

LEE et al., 2001; MAGALHAES et al., 2002).

Introdugao
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1.2 FUNCOES DE PRP°

Tabela 1 — Principais funcdes descritas para PrP°

Tipo celular

Processo

Funcao

Mecanismos, ligantes e vias

Neurdnio

Neuritogénese

Sinaptogénese,
polarizacéo

Sobrevivéncia,
efeitos tréficos

Ligacédo a Cobre

Adesao, sinalizagcao

Sinalizagdo

Anti-apoptético

Pro-apoptético

Endocitose mediada por

cobre

Homeostase de cobre

Atividade SOD

Recruta NCAM nos ‘“rafts” para permitir a
ativagcéo de Fyn-quinase, que medeia vias de
sinalizagao intracelulares

Ligacdo de STI1 induz a ativagdo de MAPK
Liga a LRP/LP e HSPG em sitios distintos

Liga a laminina

Age como fator de crescimento, ativando
multiplas vias

Interage com BAX, STI1 e NCAM

Liga ao fator anti-apoptético Bcl-2

Ligacdo cruzada com anticorpo anti-PrPc
Aumenta niveis de p53

Induz agregamento de PrPc, sua saida dos
“rafts” e endocitose depentente de clatrina
Mantem niveis apropriados de cobre na
membrana pré-sinptica e durante condigdes
de estresse oxidativo

PrPc ligado a cobre tem atividade SOD

Homeostase redox Sinalizagdo Induz NAPDH-oxidase dependente de ROS
através da ativagédo de Fyn
Progenitores Neurogénese Desconhecido Aumenta proliferacdo celular em regides
neurais neurogénicas
Diferenciagao Desconhecido Niveis de PrPc influenciam positivamente a

diferenciagéo celular

Células-tronco

Renovacgéo a longo

Anti-apoptética?

Possiveis mecanismos: transduz sinais de

hematopoiéticas prazo Enderecamento? sobrevivéncia celular; atividade de adeséo
celular direciona as células para o ambiente
apropriado; ou funciona como co-receptor para
horménios, afetando a atividade das CTH
Células T Ativagao Sinalizagdo? Regulagdo positiva de PrPc com ativacédo
induzida por mitégenos
Desenvolvimento Antioxidante Ligacéo a cobre no timo
Leucécitos Diferenciagéo Desconhecido Expressdo de PrPc em linhagens de
linfécitos/mondcitos
Fagocitose Desconhecido PrPc modula fagocitose
Resposta Enderecamento PrPc altera o recrutamento de leucécitos para
inflamatéria o sitio inflamatério
Astrocito Diferenciagdo Sinalizagdo Modulagéo de expressao de nestina e GFAP
Sobrevivéncia Sinalizacdo Interagdo com STI1 induz ativagao de PKA

Fonte: Modificado de CAUGHEY e BARON, 2006
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Apesar da crenga de que o processo neurodegenerativo nas TSEs
ocorra devido a neurotoxicidade de PrP®¢, muitos autores j& admitem a
possibilidade de que estas doencgas possam estar relacionadas a perda de
funcado de PrP°© (HETZ et al., 2003; MARTINS et al., 2002). Por um lado, o
acumulo de placas amildides causa danos no sistema nervoso central, como
ocorre na doenca de Alzheimer (AGUZZI e HAASS, 2003) e na amiloidose
vascular cerebral (REVESZ et al., 2002). Por outro, apenas a deposicao de
PrPS° proveniente de enxertos de cérebros Prnp** ndo é capaz de danificar
cérebros de animais Prnp®® (BRANDNER et al., 1996) e deplegdo de PrP°
em neurdnios de camundongos infectados previne a doenga (MALLUCCI et
al., 2003). Além disso, algumas variantes da doengca ndo apresentam
depdsito amildide. Assim, o actimulo de PrP%® ndao deve ser o Unico

responsavel pela morte neuronal em doengas pridnicas.

O PrP® é uma proteina extremamente conservada evolutivamente,
sendo encontrada ndo s6 em mamiferos como em aves, répteis, anfibios e
peixes (GABRIEL et al., 1992; HARRIS et al., 1991; OIDTMANN et al., 2003;
SIMONIC et al., 2000; STRUMBO et al., 2001), o que sugere que ela tenha

fungéo celular importante.

A proteina prion celular € abundantemente expressa no sistema
nervoso central, estando presente também em linfocitos, células
gastroepiteliais, coracao, rim € musculo (Tabela 1) (FOURNIER et al., 1998;
HORIUCHI et al., 1995; SALES et al., 2002). No tecido nervoso, esta
localizado na membrana sindptica, mais provavelmente no dominio pré-

sinaptico, sugerindo uma fungdo na transmissé@o sinaptica e excitabilidade
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neuronal (revisado por VASSALLO e HERMS, 2003). Foi também localizado
em axbnios em crescimento (SALES et al., 2002) e no citoplasma de alguns

tipos neuronais (MIRONOV et al., 2003).

Camundongos Prnp®® aparentemente ndo possuem nenhum defeito
anatémico ou no desenvolvimento (BUELER et al., 1993). A maior parte das
alteragdes encontradas em camundongos Prnp”® sdo muito sutis, talvez
porque os efeitos estejam sendo parcialmente compensados. Porém, alguns
estudos demonstraram anormalidades eletrofisiolégicas e estruturais no
hipocampo (COLLING et al., 1996; COLLING et al., 1997; COLLINGE et al.,
1994; MANSON et al., 1992), alteracbes no ritmo circadiano e padrao de
sono (TOBLER et al., 1996) e aumento de sensibilidade a convulsdes
induzidas por agentes convulsivantes (WALZ et al., 1999). Porém, a relacéao
destes fendtipos com a fungéo normal de PrPC nao é clara. Alteragdes nas
fiboras de Mossy vistas no lobo temporal de pacientes epiléticos foram
também descritas em animais deficientes para PrP®, o que sugere

envolvimento da proteina em processos epiléticos (COLLING et al., 1997).

PrPC se liga a Cu?* através da regido de octapeptideos na porcdo N-
terminal (Figura 2) (BROWN et al., 1997; HORNSHAW et al., 1995), e esta
interacdo parece induzir a internacao da molécula, sugerindo um papel no
metabolismo de cobre (BROWN et al., 1997; PAULY e HARRIS, 1998).
Brown e colaboradores sugerem que PrPC possa atuar como um depésito de
fons Cu?*, que se ligariam a enzimas que previnem o estresse oxidativo, a
partir da observagado de que células de cérebro de camundongos Prnp®° sdo

mais sensiveis a esta forma de estresse (BROWN, 2001; BROWN et al.,
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1999). Também nestes camundongos foi observada diminuigdo da atividade
da enzima SOD-1 (superoxido dismutase —1) dependente de Cu®*/Zn** e da
catalase, além de um aumento na lipoperoxidacdo, oxidagdo protéica e
modulagcdo da enzima ornitina decarboxilase (KLAMT et al., 2001). Tanto
camundongos Prnp®® quanto infectados com scrapie apresentaram
mudancas na localizagdo membranal da enzima 6xido nitrico sintase
neuronal (nNNOS) (KESHET et al, 1999; OVADIA et al, 1996).
Camundongos que tiveram o gene Prnp removido apds o nascimento
apresentaram reducao dos potenciais de pds-hiperpolarizagdo em células do
hipocampo, sugerindo uma fungdo de PrP® na modulagéo da excitabilidade
neuronal (MALLUCCI et al., 2002). Aumento na excitabilidade neuronal,
funcdo alterada de nNOS e maior vulnerabilidade ao estresse oxidativo
estdo relacionados a danos e morte neuronal. Assim, estes fatos apoiam a
hipotese de que a perda de fungdo de PrP° em doencgas por prions possa

contribuir para o processo neurodegenerativo.

Uma forte evidéncia de fungdo neuroprotetora de PrP® vem da
descricdo de um suposto ligante de PrP® (MARTINS et al., 1997), que mais
tarde foi identificado como a proteina STI1 (Stress Inducible protein 1)
(ZANATA et al., 2002). A interagdo PrP® -STI1 foi capaz de prevenir a morte
celular programada de células n&o-diferenciadas da retina e neurdnios

hipocampais (CHIARINI et al., 2002; LOPES et al., 2005).

A localizagdo de PrP® na membrana plasmatica sugere papéis em

eventos de sinalizacdo (HERMS et al., 2000; MOUILLET-RICHARD et al.,
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2000; SHMERLING et al., 1998) e em interagbes célula-matriz extracelular

(GRANER et al., 2000a; GRANER et al., 2000b).

1.3 PRP® E SEUS LIGANTES — LAMININA, STI1 E VITRONECTINA

51 90 105 119 128 173 182
—_—— — ——
Cu* STH Laminina
l._v_l

Vitronectina

Legenda: Esquema ilustrando os sitios de ligagdo de laminina, STI-1, vitronectina e cobre
na molécula de PrP°.
Fonte: Modificado de HAJJ et al. submetido.

Figura 3 - Principais ligantes de PrPC.

Nos Ultimos anos, diversos ligantes de PrP° tém sido descritos (Figura
3). A maior parte deles esta envolvida no processo de adesdo celular e séo
moléculas conhecidas por apresentarem diversas isoformas. Assim,
acredita-se que PrP® funcione como parte de complexos envolvendo
diversas proteinas e subdominios de membrana que sdo modulados pelo
tipo celular, estdgio de desenvolvimento, etapa de diferenciagdo e fatores
intra- e extracelulares. Este controle da expressao dos diferentes ligantes de
PrP® permite que a interacdo destes com PrPC seja altamente dependente
do contexto celular e tenha diversas conseqiéncias funcionais (MARTINS et

al., 2002).
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Laminina (LN) é uma glicoproteina de 900kDa constituida de trés
cadeias polipeptidicas, o, B e vy, arranjadas em forma de cruz, com os bragos
mais longos formando uma hélice (BECK et al., 1990). E o principal
componente nao colagénico da matriz extracelular e regula processos
biol6gicos como adesdo, crescimento, morfologia e migracdo celular
(OLIVEIRA et al.,, 2002). As respostas celulares ativadas por LN sao
mediadas por receptores de membrana celular, sendo os mais conhecidos
as integrinas. No sistema nervoso central LN estd relacionada com
crescimento de neuritos, direcionamento do cone de crescimento e formacao
de sinapses (LUCKENBILL-EDDS, 1997; VENSTROM e REICHARDT,
1993). No brago longo da cadeia y1 encontra-se um dominio que participa na
inducdo de crescimento neuritico, na migragcao neuronal e na regeneragao
do sistema nervoso (LIEBKIND et al., 2003; LIESI et al., 2001; WIKSTEN et

al., 2003).

Trabalhos realizados por nosso grupo descrevem a ligagcédo de alta
afinidade e especificidade entre PrPC e LN tanto in vitro como ex vivo. PrP°®
se liga a cadeia y1 da LN (GRANER et al., 2000), que é a mais conservada
em todos os tipos de laminina (LUCKENBILL-EDDS, 1997), sugerindo que a
interacdo PrPC-LN pode ser importante numa variedade de tecidos onde
ambos sao expressos. Esta interagdo se mostrou importante no processo de
neuritogénese em linhagens celulares e culturas primarias de neurénios
hipocampais (GRANER et al., 2000; GRANER et al., 2000) e no mecanismo

de consolidacdo da memoéria em ratos (COITINHO et al., 2006).
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Vitronectina (Vn) € uma glicoproteina abundante em diversos tecidos
e esta envolvida em varios processos metabdlicos, como adesdo celular,
mecanismo de defesa humoral e invaséo celular. A interagdo de PrP® com
Vn, observada previamente em trabalhos do nosso grupo, possui um papel

importante na extensao axonal de neurénios da raiz dorsal (HAJJ, 2004).

Com o intuito de caracterizar ligantes para PrP® nosso grupo
identificou STI1, uma fosfoproteina induzida por estresse, primeiramente
descrita em Saccharomyces cerevisae (NICOLET e CRAIG, 1989). Ensaios
de ligagado e de competicao in vitro permitiram ainda identificar os sitios de
ligagdo tanto em PrP® quanto em STI1 (ZANATA et al., 2002). Nossos dados
demonstraram ainda que STI1 é capaz de induzir efeito neuroprotetor contra
apoptose através da via de PKA (proteina quinase dependente de AMP.)
(CHIARINI et al., 2002). Além disso, a interagdo entre PrP® e ST esta
envolvida na diferenciacdo de neur6nios hipocampais através da via de
MAPK (mitogen-activated protein kinase, ou proteina quinase ativada por

mitégeno) (LOPES et al., 2005).

Foram também descritas interacdes de PrP° com NCAM (neural cell
adhesion molecule, ou molécula de adesao de célula neural), recrutando
NCAM para as balsas lipidicas e regulando a atividade de FYN-quinase
(SANTUCCIONE ET AL., 2005), além do receptor de laminina e seu
precursor (HUNDT ET AL., 2001), que pode ter papel importante na

formacgao de PrP™.
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1.4 MUTACOES DO GENE PRNP E A DOENGCA DE
CREUTZFELDT-JAKOB (CJD)

A Doenca de Creutzfeldt-dakob € a mais freqlente entre as 10884.
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que Meggendorfer mostrou que o caso descrito por Kirschbaum fazia parte
de uma familia afetada pela forma hereditaria de CJD (KONG et al., 2004)
(MEGGENDORFER, 1930; STENDER, 1930; JAKOB et al., 1950, apud
KONG et al., 2004, p. 674). A transmissao experimental de doencas por
prions hereditarias com fendétipo semelhante a CJD a primatas ndo-humanos
mostrou que elas eram transmitidas por um agente infeccioso (ROOS et al.,
1973), 0 que representou um marco na histéria da medicina, demonstrando
o primeiro exemplo de uma doenca que era a0 mesmo tempo hereditaria e
infecciosa. No inicio, acreditava-se que os individuos afetados possuiam
uma susceptibilidade genética a uma infeccdo adquirida na infancia
(MASTERS et al., 1981). No entanto, quando na década de 80 Prusiner e
colaboradores demonstraram a existéncia das isoformas normal e infecciosa
da proteina prion (BARRY e PRUSINER, 1986; OESCH et al., 1985), foi
possivel entdo a clonagem e o seqiienciamento do gene de PrP® humano
(PRNP) e a descoberta de mutacdes patogénicas de PRNP nas formas

hereditarias das doengas priénicas (HSIAO et al., 1989; OWEN et al., 1989).

Atualmente sdo conhecidas 55 mutagcdes patogénicas e 16
polimorfismos no gene PRNP (Figura 4)(revisado por KONG et al., 2004).

Destas mutagdes, 15 estéo relacionadas a CJD hereditaria.

Dentre as mutacbes encontradas em pacientes com a forma
hereditaria de CJD, a mais freqliente é a E200K (&cido aspartico para lisina
no residuo 200 de PrP®), sendo encontrada em cerca de 70% deles.
Anadlises genéticas sugerem que esta originou-se de um Uunico evento

mutacional na Espanha, disperso através da expulsdo dos judeus Sefardicos
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para outras partes do mundo no final do século XV (COLOMBO, 2000;
GOLDFARB et al., 1991; LEE et al.,, 1999). No entanto, existem outros
haplétipos na Europa e no Japédo, indicando também a ocorréncia de
eventos mutacionais independentes. A penetrancia desta mutacao varia
consideravelmente de acordo com a localizacdo geografica. Enquanto que
em portadores israelenses a penetrancia chega a 89%, nos eslovacos e
italianos nao passa de 59% (CHAPMAN et al., 1994; D'ALESSANDRO et al.,

1998; GOLDFARB et al., 1990; MITROVA e BELAY, 2002).

Y145St
P105L op T183A R208H
V18011 E200K|\/210)
P102L | A117V M232R
1 51 91 81 253
Octarepeat
Dele¢ao de 1 ou mais repeticées N171S E219K
Insercao de 1 ou mais repeticoes
M129V

Legenda: Na parte superior da figura estao ilustradas as principais mutagbes patogénicas e,
na inferior, os principais sitios polimérficos. Excecao feita a octareapet, onde apenas 1
delegdo é polimorfismo, enquanto 2 ou mais dele¢des ou insergoes estdo relacionadas a
doencas.

Fonte: (Adaptado de JACKSON e COLLINGE, 2001).

Figura 4 - Principais mutagbes patogénicas e polimorfismos do gene de
PrPC.

Apesar desta mutacdo causar poucas variagbes nas estruturas
secundaria e terciaria de PrP® ela altera a distribuicdo do potencial
eletrostatico da superficie (ZHANG et al., 2000), o que pode afetar a
habilidade de PrP® de se ligar a outras proteinas.
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Dentre as mutagbes patogénicas descritas para PRNP, apenas no
caso da mutacdo E200K foram encontrados pacientes homozigotos,
tornando-se possivel examinar se a proteina mutante é formada como uma
proteina soltvel, ndo-patogénica que é convertida em PrP* durante o longo
periodo de incubagao, ou se ja é formada inicialmente como PrPS® mutante.
Uma evidéncia indireta da primeira hipétese é a similaridade na idade de
aparecimento da doenca hereditaria e esporadica. Uma evidéncia mais
direta é a auséncia de PrPS¢ na bidpsia do cérebro de um individuo pré-
sintomético portador da mutacdo E200K em homozigose (revisado por
KONG et al., 2004). Esta evidéncia também reforca a hip6tese de perda de

funcdo da proteina normal nas doencas por prions.

Kitamoto e colaboradores encontraram uma mutacao no cédon 180
em um paciente com CJD que resultou numa mudangca de valina para
isoleucina (V180I) e tinha curso clinico similar ao da mutagdo no cédon 178
(KITAMOTO et al., 1993). Um estudo mais recente mostrou que pacientes
com CJD causado pela mutacao V180Il, quando comparados com aqueles
que apresentam a forma esporadica da doencga, apresentaram idade mais
avancada no comeco da doenca e progressdao mais lenta. Os principais
aspectos clinicos descritos sdo espasmos mioclénicos, problemas de
coordenagao motora tipicos de doenga de Parkinson, aquinesia e mutismo.
Além disso, apresentaram disfungbes corticais mais severas, que se
mostraram desproporcionais aos sintomas observados. Curiosamente, foi
observado também que estes pacientes freqlientemente ndo apresentam

histérico familiar da doenca (JIN et al., 2004).
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Em uma familia brasileira onde 9 membros haviam demonstrado
clinicamente doenga pridnica caracterizada por deméncia pré-senil
autossébmica dominante com curso de progressao rapida, foi identificada
uma mutacdo no coédon 183 causando alteracdo de treonina para alanina
(NITRINI et al., 1997). A doenga aparecia em média aos 44 anos de idade
com duracao aproximada de 4 anos. A deméncia era caracterizada
clinicamente com aspectos frontotemporais, incluindo mudancas precoces
de personalidade. Outros sintomas descritos foram: perda de memoria,
agressividade, hiperoralidade, estereotipia verbal e sintomas parkinsonianos.
A avaliagdo patologica de 3 pacientes mostrou alteracdo espongiforme,
perda neuronal e gliose minima nas areas mais afetadas (NITRINI et al.,

1997).

1.4.1 O polimorfismo no cédon 129

Apenas 4 dos 16 polimorfismos relatados para o gene PRNP causam
alteracdo no aminoacido, sendo o mais freqiente a mudanga de metionina
(M) para valina (V) no codon 129. Em caucasianos, a frequéncia de
homozigotos M/M, V/V e de heterozigotos é de 43%, 8% e 49%,
respectivamente (ZIMMERMANN et al., 1999). Nas populacdes japonesa e
chinesa, por sua vez, a freqiéncia de homozigotos V/V é nula, enquanto
homozigotos M/M e heterozigotos apresentam os valores de 92-97% e 3-8%,

respectivamente (DOH-URA et al., 1991; TSAl et al., 2001).
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Estudando, em uma familia francesa, a relagcdo entre a sindrome de
Gerstmann-Straussler e mutagdes em PRNP Doh-ura e colaboradores
identificaram esta alteracdo, que primeiramente acreditaram ser uma
mutacao, no cédon 129. Porém, essa também foi observada em individuos
gue nao apresentavam a doenga, levando a conclusdo de que este era na
verdade um polimorfismo com alta freqtiéncia entre caucasianos (DOH-URA
et al., 1989). Mais tarde, este polimorfismo foi relacionado a CJD
(COLLINGE et al., 1991; PALMER et al., 1991). O polimorfismo no cédon
129 no alelo normal pode influenciar o inicio e a duracao de doengas por
prions de origem genética (IRONSIDE et al., 2005). Aléem disso, o fenoétipo
de algumas doengas de prion pode ser alterado, dependendo do aminoacido
polimorfico presente no alelo mutante. Por exemplo, foi observado que a
mutagdo D178N associada ao 129V resultou em fenétipo de CJD, ao passo
que a mesma mutacao associada a 129M resultou em insénia familial fatal

(GOLDFARB et al., 1992).

Uma importante observacao foi que polimorfismo com o alelo valina
no cédon 129 nado era encontrado em pacientes portadores da nova variante
de CJD (vCJD), sugerindo que este levava a uma menor suceptibilidade ao

desenvolvimento da doenga.

Entre camundongos transgénicos expressando PrP® humano e
infectados com prion de BSE, sé desenvolveram vCJD aqueles que
possuiam o gendtipo 129MM, enquanto que ndo ocorreu transmissao da
doenga para animais que eram 129VV (WADSWORTH et al.,, 2004),

sugerindo que a metionina no coédon 129 €& necessaria para o0
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desenvolvimento da doenca. Tentando explicar a relagdo entre a proteina
prion celular com diferentes alelos no codon 129 e os diferentes fenoétipos
patoldgicos relacionados, Petchanikow e colaboradores mostraram que um
pequeno peptideo da proteina prion humana contendo metionina na posi¢ao
129 possuia maior propensado a adotar a conformagéo de folha-B e formar
agregados, caracteri