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RESUMO

Hop/STI1 é uma proteina de 66kDa originalmente descrita como uma co-
chaperona que atua como proteina adaptadora para complexos de
chaperonas Hsp70/Hsp90. Esta proteina esta presente na membrana de
neurénios e foi descrita como parceira da proteina prion celular na modulacéo
de eventos de morte celular e diferenciagao celular. Neste trabalho
investigamos a expressado de Hop/STI1 na retina de ratos neonatos e o papel
desta co-chaperona na modulacdo de proliferacdo celular na retina em
desenvolvimento e de morte celular em duas subpopulagdes retinianas:
células pés-mitoticas indiferenciadas e células ganglionares. Utilizamos como
ferramentas Hop/STI1 purificada e um anticorpo dirigido a esta proteina, anti-
STI1. Hop/STI1 esta presente na retina de rato neonato e é mais expressa na
retina durante o desenvolvimento do que no tecido adulto. Anti-STI1 tem
efeito neuroprotetor independente de PrP® na morte celular induzida por
anisomicina na camada neuroblastica da retina. Este efeito ndo envolve as
vias de AMPc/PKA, PI3K ou PKC. Hop/STI1 ndo tem efeito protetor na morte
das células ganglionares induzida por axotomia. Anti-STI1 bloqueia a morte
das células ganglionares de forma independente de PrP®, AMPc/PKA, ERK,
PISK ou PKC. Hop/STI1 tem efeito anti-proliferativo na retina em
desenvolvimento. Tratamento com anti-STI1 aumenta a proliferagéo no tecido
retiniano. Ambos efeitos de Hop/STI1 e de anti-STI1 na modulacdo da
proliferacdo celular independem de prion celular. Concluimos que Hop/STI1
tem um papel na modulagcédo de morte celular e proliferagéo celular na retina,
eventos cruciais no desenvolvimento do tecido, periodo em que Hop/STI1 tem

seu pico de expressao.
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ABSTRACT

Hop/STI1 is a 66kDa protein originally described as a co-chaperone adaptor
protein for Hsp70/Hsp90 complexes. Hop/STI1 is found on neuronal cell
surface and is a cellular prion protein (PrP®) partner in modulating cell death
and differentiation. Here, we investigated Hop/STI1 expression in neonatal rat
retina and studied its role in modulating cell proliferation and cell death in the
developing retina. For this purpose purified Hop/STI1 and an antibody raised
against Hop/STI1 - anti-STI1 — were used. Hop/STI1 is ubiquitously
expressed in neonatal rat retina. Hop/STI1 is more expressed in the
developing retina than in the mature tissue. We investigated Hop/STI1
modulation of cell death of two retinal subpopulations: undifferentiated post
mitotic cells in the neuroblastic layer (NBL) and ganglion cells. Anti-STI1
protects cells in the NBL from anisomycin induced cell death through a PrP®
independent mechanism. cAMP/PKA, PI3K and PKC signaling pathways were
not involved in this protection. Hop/STI1 does not protect ganglion cells
against axotomy induced cell death. Anti-STI1 blocks ganglion cell death in a
PrP® independent manner. cAMP/PKA, ERK, PI3K nor PKC signaling
pathways were involved in this effect. Treatment with Hop/STI1 reduces
proliferation in the developing retina. Anti-STI1 increases proliferation in this
tissue. Neither effects involve cellular prion protein. Therefore, Hop/STI1
modulates proliferation and cell death in the developing retina. These events

are crucial to development, a period in which Hop/STI1 is most expressed.
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INTRODUCAO
1. A retina como modelo de estudo

A retina € uma estrutura pertencente ao sistema nervoso central (SNC). O
desenvolvimento embrionario desta estrutura tem origem bilateral na parte
ventrolateral da vesicula prosencefalica, de onde surgem as vesiculas o6pticas,
visiveis em ratos a partir do 11° dia de gestagdo (E11) (figura 1). As vesiculas
Opticas se expandem em E12 mantendo o contato com a vesicula prosencefalica
através do chamado pedunculo 6ptico. Ainda em E12 elas sofrem uma
invaginagao que forma o calice 6ptico e nele duas camadas celulares, precursoras

do epitélio pigmentar e da retina (Barnstable, 1987).

Os processos de invaginagao da vesicula optica e diferenciagdo da retina
apresentam uma sobreposicdo temporal, visto que o primeiro neurbnio pos-
mitético surge em E13 em ratos (Barnstable, 1987). A diferenciagéo tem seu inicio
no calice optico central, progredindo para a periferia até a regido que

posteriormente formara a iris, como visto em aves (Prada et al, 1991).

A diferenciagdo das células retinianas segue uma ordem histogenética
determinada em retina de camundongo (Young, 1985), que é conservada de
mamiferos a vertebrados inferiores. As células ganglionares sédo as primeiras a se
diferenciar, seguidas de fases de surgimento sobrepostas de células horizontais,
fotorreceptores do tipo cone, células amacrinas, fotorreceptores do tipo bastonete,
bipolares e por ultimo as células gliais de Muller (figura 2). A retinogénese ocorre
prioritariamente em uma zona proliferativa, a camada neuroblastica (Young, 1985;
Marquardt e Gruss, 2002 para revisdo). A organizagdo laminar da retina, ao

contrario do cortex cerebral, se forma das camadas mais superficiais para as mais



profundas, ou seja, da GCL para a camada de fotorreceptores — interno-externo

(Barnstable, 1987).

Em ratos neonatos, existem duas camadas celulares, a camada de células
ganglionares (Ganglion Cell Layer, GCL) e a camada neuroblastica (Neuroblastic
Cell Layer, NBL), e uma camada contendo os dendritos das células ganglionares,
a camada plexiforme interna (Inner Plexiform Layer, IPL) (Figura 2 A). Nesta idade
ha uma camada celular em formagao, na porcéo interna da NBL, com células
amacrinas em processo de diferenciacdo que irdo posteriormente formar a

camada nuclear interna (Inner Nuclear Layer, INL).

A retina adulta possui trés camadas celulares bem definidas, GCL, INL e a
camada nuclear externa (Outer Nuclear Layer, ONL), composta principalmente por
fotorreceptores que surge na porgao externa da NBL, mais proxima ao epitélio
pigmentar (Figura 2 B). A INL é separada da ONL, em ratos, a partir do quarto ou
quinto dia pos-natal (P4-P5), quando se forma a segunda camada de
prolongamentos da retina adulta, a camada plexiforme externa (Outer Plexiform

Layer, OPL).

O modelo experimental utilizado no laboratério é o de retina de ratos e
camundongos. Neste trabalho utilizamos principalmente retinas de roedores
neonatos no modelo de explantes de retina in vitro. Este modelo, por manter uma
estrutura tridimensional histotipica, esta mais préximo de uma situagao fisioldgica

(Linden et al, 1999).

Dados do laboratorio mostram que a axotomia das células ganglionares
causada pela preparacdao dos explantes provoca morte celular com padrao
apoptético em dois dias em cultura (com o pico de perfis picnéticos com um dia in
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vitro), semelhante ao resultado in vivo de uma secg¢ao do nervo Optico em ratos

neonatos (Rehen et al, 1993), atestando a validade do modelo.

O tratamento dos explantes de retina com inibidores de sintese protéica
como anisomicina e cicloheximida é capaz de bloquear a morte das células
ganglionares, induzindo, no entanto, morte nas células da camada neuroblastica.
Estes resultados apontam para um programa diferencial de morte celular nas duas
populagdes. Enquanto, para morrer, as primeiras necessitam da sintese de
proteinas de morte, as ultimas parecem apresentar um programa latente de morte
celular programada, normalmente bloqueado por proteinas repressoras (Rehen e
Linden, 1994). Verificou-se que as células da NBL que morriam por efeito dos

inibidores eram células pés-mitéticas indiferenciadas (Rehen et al, 1999).

Outros trabalhos do laboratério mostraram que o aumento dos niveis
intracelulares de AMPc (provocado pelo ativador de adenilil ciclase forscolina) era
capaz de bloquear a morte celular induzida por inibicdo da sintese de proteinas na
NBL de ratos neonatos (Rehen et al, 1996). O quadro de morte celular induzida
por axotomia das células ganglionares, neste modelo, ndo é alterado pela variagéo

nos niveis de AMPc.

O modelo de explantes de retina confere componentes de diversidade de
tipo celular e estagio de diferenciacdo ao estudo da biologia celular. A facilidade
de obtencdo, manipulacdo e reprodutibilidade dos dados experimentais neste
modelo fazem dele um excelente veiculo para estudo. Os trabalhos anteriores do
laboratério montaram uma base fértil para o estudo da modulacéo da proliferacéo

e da morte celular, ambos alvos do presente trabalho.
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Figura 1: Esquemas ilustrativos do desenvolvimento da retina. Em A o surgimento das
vesiculas 6pticas a partir da vesicula prosencefalica. Em B a formagao do calice 6ptico
pela expansdao da vesicula o6ptica. Em C o célice e pedunculo 6pticos em outra
representagdo. Figuras modificadas de http://www.vision.ca/eye/o.cup.l.vesicle.html



Figura 2:
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Figura 2: Esquema da retina de ratos neonatos (A) e ratos adultos (B).
GCL: camada de células ganglionares, IPL: camada plexiforme interna, NBL:
camada neuroblastica, INL: camada nuclear interna, OPL: camada plexiforme
externa, ONL: camada nuclear externa. Os tipos celulares estdo representados
como G: células ganglionares, m: microglia, A: células amacrinas, B: células
bipolares, M: células de Muller, H: células horizontais, I: células interplexiformes,
F: fotorreceptores.



2. Proliferacao e diferenciacao celular no tecido retiniano

Para que um tecido maduro funcional seja formado a partir de progenitores
multipotentes algumas etapas s&o necessarias: os tipos celulares precisam ser
produzidos na propor¢ao adequada, se diferenciarem corretamente, assumirem
localizag&o correta no tecido e fazer conexdes apropriadas.

Cepko e colaboradores entendem o processo de desenvolvimento — os
estagios que levam ao comprometimento final de uma célula - como uma
sequéncia de ‘estados de competéncia’ da célula, onde esta ‘competéncia’ seria a
habilidade de responder a determinados sinais do ambiente para gerar um ou
alguns tipos celulares especificos (Cepko et al, 1996).

O estado de competéncia é determinado por um conjunto de fatores de
transcricdo, que produz uma coorte de receptores e elementos de transdugao de
sinais que tornam a célula apta para responder ao ambiente externo. A transigao
de um estado para outro € unidirecional, e o comprometimento é obtido quando
fatores extrinsecos estabilizam a maquinaria celular a um ponto que ela nao é
mais dependente de sinais externos para prosseguir com a diferenciacdo. Esta
transicdo pode ocorrer por pistas extrinsecas ou por um programa intrinseco
(Cepko et al, 1996).

Na retina, diferentes tipos celulares sdo gerados na mesma janela temporal
a partir de progenitores multipotentes (Donovan e Dyer, 2005). Fatores
extrinsecos precisam guiar o destino de diferenciagcado destas células. Ao mesmo
tempo, as células precisam estar em um estado competente para interpretar

corretamente estes sinais, 0 que precisa ser regulado por fatores intrinsecos.



A transicdo dos estados de competéncia destes progenitores para gerar a
proporcao correta de tipos celulares retinianos ocorreria por uma variacado nos
seus conjuntos de fatores de transcricdo (Cepko et al, 1996). Para direcionar a
formagao do olho em um estagio mais precoce um componente regido ou tecido-
especifico destes fatores intrinsecos € necessario. Os genes homeobox pax6,
six3, rx/Rax, chx10, optx2/six6 e prox1 provém este componente e tém papel
critico na formacao do olho e na regulagao da proliferagdo celular de precursores
retinianos (Levine e Green, 2004).

Genes homeobox como Pax6 representariam um estagio inicial do processo
de diferenciagcdo, mais relacionado a fornecer uma ‘identidade retiniana’ aos
progenitores da retina. O passo seguinte, dependente de pax6, seria dado pela
expressao diferencial de fatores de transcricdo do tipo hélice-alga-hélice (bHLH),
que restringiriam os destinos que a célula poderia tomar (Marquadt e Gruss,
2002). Esta sinalizagdo ainda possui componentes extracelulares como EGF,
inibicdo lateral por Notch-Delta e Sonic Hedgehog (Dyer e Cepko, 2001a;
Marquadt e Gruss, 2002).

O ciclo celular é composto de 4 fases: G1, S, G2 e M. A transicao e
execugao destas fases € regulada por complexos de cinases dependentes de
ciclinas (CDKs) e ciclinas, que tém expressao ciclica na célula de acordo com a
fase do ciclo celular (Morgan, 1997; figura 3). A atividade destes complexos
ciclina-CDK é regulada por sintese e protedlise de ciclinas, fosforilagdo e por
inibidores (cyclin-dependent kinase inhibitor, CKls) (Morgan, 1997). As CKils
possuem duas familias: Cip/Kip (p21cip1, p27kip1, p57kip2) envolvida no controle
de G1 e da transi¢cdo G1/S; e Ink4 (p15Ink4a, p16Iink4b, p18ink4c, p19Ink4d), que

compete com ciclinas D pela ligagdo a CDKs (Vidal e Koff, 2000).



Um exemplo deste controle se da na transicdo de G1. Esta é regulada pela
proteina Rb. Durante G1, em um sinal dependente de mitégenos, complexos
CDK4/CDKe6-ciclina D fosforilam pRb, liberando o fator de transcricao E2F que
transcreve genes necessarios a progressao G1-S, como ciclinas E e A (Weinberg,
1995). Desta forma, o balang¢o dos niveis de expressao de ciclinas, CDKs e CKls
determina escolhas de entrada, continuagéo ou saida do ciclo celular. A regulagéo
destes niveis, por sua vez, é fungdo do estado de competéncia da célula e dos

fatores extrinsecos aos quais ela sera exposta.
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Figura 3: Ciclo celular e diferenciagdo celular na retina. Em A esquema ilustrativo do
controle da passagem G1-S do ciclo celular. A fosforilagao de pRB por complexos ciclina-
CDK o inativa, liberando o fator de transcricdo E2F para transcrever genes relacionados
ao inicio da fase S. Modificado de Dyer e Cepko, 2001. Em B, esquema da ordem
histogenética conservada de surgimento dos tipos celulares retinianos em camundongo.
O primeiro tipo celular a se diferenciar € o das células ganglionares, seguido de
horizontais, cones, células amacrinas, bastonetes, bipolares e células de Madller.
Modificado de Marquadt e Gruss, 2002.



3. Sinalizagao de vida e de morte celular
A morte celular e os componentes da sinalizagcdo que coordenam sua
execugao e bloqueio sdo alvo de extensa investigacdo. Ocorre morte celular
natural no desenvolvimento, sendo este um fator essencial para a homeostasia do

organismo (Young, 1984).

A morte celular foi classicamente descrita como de dois tipos, necroética e
apoptética. A morte celular do tipo necrético € marcada por um inchago nas
organelas e aumento de permeabilidade da membrana a ponto de extravasar o
citoplasma, liberando no meio extracelular enzimas lisosomais que provocam

inflamacéao (Kerr e Harmon, 1991).

A morte celular do tipo apoptético preserva a estrutura das organelas e nao
€ acompanhada por inflamacédo. A apoptose € marcada por condensacido da
cromatina nos chamados nucleos picnéticos, convolugdo da membrana
plasmatica, fragmentagdo do DNA e condensacgao do citoplasma, formando corpos
apoptéticos que sdo fagocitados por macréfagos e degradados em lisossomos

(Kerr et al, 1972).

As evidéncias estruturais apontavam para a apoptose como sendo uma
sequéncia organizada de eventos, compativel com um conceito de morte celular
programada (MCP). Uma MCP consiste em uma sequéncia controlada de eventos
- causada por um estimulo - que leva a morte, enquanto apoptose corresponde a
um modo de MCP, descrito morfologica e bioquimicamente (revisado em Lockshin

e Zachery, 1991).

Os estudos com o nematddeo Caernorhabditis elegans tiveram importante
papel na elucidagcdo dos genes envolvidos no processo de MCP e impulsionaram
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a pesquisa de correlatos em vertebrados. Os genes ced-3 e ced-4 séao
necessarios a morte celular natural que ocorre no desenvolvimento destes

hermafroditas, e ced-9 a inibe (Ellis e Horvitz, 1986; Hengartner et al, 1992).

Estes dados possibilitaram a identificagdo da homologia estrutural entre o
produto de ced-3 de C. elegans com a enzima conversora de interleucina 1p (ICE)
em mamiferos (Yuan et al, 1993). Esta cisteina protease catalisa a clivagem de
pro-IL13 para a sua forma ativa, IL1pB, e induz apoptose quando superexpressa em
fibroblastos (Miura et al, 1993; Thornberry e Molineaux, 1995). O papel de ICE na
morte celular levou a investigagdo do envolvimento de enzimas semelhantes na
MCP e a caracterizagdo de uma familia de cisteina proteases tida como

protagonista da apoptose, as caspases (Degterev et al, 2003).

As caspases sao classificadas em dois tipos: iniciadoras e efetoras de
apoptose. As caspases iniciadoras fazem a comunicag¢ao entre os sinais de morte
upstream e os passos efetores downstream. Estas caspases possuem um de dois
tipos de motivo: dominio efetor de morte (caspases 8 e 10) ou dominio de
recrutamento e ativagao de caspases (caspases 1,2,4,5,9,11 e 12) (Degterev et al,

2003).

As caspases efetoras (3, 6 e 7) séo tipicamente ativadas por caspases
iniciadoras e tém entre seus alvos de clivagem componentes estruturais do
citoesqueleto e do nucleo e proteinas envolvidas em vias de sinalizagéo, cuja
modificagcdo provoca as caracteristicas apoptoticas como convolugbes de
membrana e fragmentagcdo de DNA pela nuclease CAD (Caspase-activated

deoxyribonuclease) (Earnshaw et al, 1999; Degterev et al, 2003).

10



As caspases permanecem sob forma de zimogénios, chamados de
procaspases, sendo estes ativados por protedlise. Existem duas vias principais de
morte celular programada que levam a ativagado de caspases: a via extrinseca,
ativada pelos chamados ‘receptores de morte’, e a via intrinseca ou via
mitocondrial, classicamente ativada por diversas formas de estresse e dano

intracelular.

A via extrinseca € ativada por horménios e agonistas extracelulares
pertencentes a superfamilia do fator de necrose tumoral (tumor necrosis factor,
TNF). Estes ligantes reconhecem e ativam seus respectivos receptores e, através
de uma série de interagdes proteina-proteina entre dominios de morte dos
receptores (Death domains, DD) e dominios efetores de morte (Death effector
domain, DED) de proteinas adaptadoras formam um complexo chamado complexo
de sinalizagdo indutor de morte (death-inducing signaling pathway, DISC). DISC
recruta procaspase 8, e pela proximidade dos zimogénios de caspase provoca
dimerizagao e autocatalise, culminando na ativagao de caspase 8, que em seguida

ativa as caspases 3 e 7 (revisado em Wolf e Green, 1999 e Jiang e Wang, 2004).

A via intrinseca ou mitocondrial é criticamente regulada por membros da
familia Bcl-2. Estes diferem quanto a uma fungao pré ou anti-apoptdtica e pela
composicado de diferentes dominios BH (Bcl-2 Homology domains). Deste modo,
0s membros anti-apoptoéticos da familia, homologos de ced-9 de C. elegans, como
Bcl-2 e Bcl-x. possuem de trés a quatro dominios BH (BH1-4); membros pré-
apoptéticos como Bax e Bak possuem trés (BH1-3) e um pequeno subgrupo
contém somente o dominio BH3, que € o caso de Bad, Bid, Noxa e Puma (Bouillet

e Strasser, 2002).
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Estas proteinas interagem entre si através dos dominios BH gerando um
balanco que determina um sentido de morte ou sobrevivéncia. Por exemplo, a
ativacado e consequente translocacdo de Bax para a mitocondria, por mecanismo
ainda desconhecido, provoca a extrusao de citocromo ¢ da mitocéndria. Citocromo
c no citoplasma interage com Apaf-1 (Apoptosis protease activating factor),
homodlogo do ced-4 de C. elegans, e procaspase 9 na presenga de ATP para
formar o apoptossoma, um complexo que ativa as caspases 3 e 7 (Vander Heiden
e Thompson, 1999; Zimmermann et al, 2001 e Jiang e Wang, 2004 para revisao).
Bcl-2 é capaz de bloquear a integragcao e agregagao de Bax/Bak a membrana

mitocondrial, impedindo sua fungao pro-apoptética (Bouillet e Strasser, 2002).

Outra via de morte celular que tem recentemente recebido bastante atencéo
€ a de estresse de reticulo endoplasmatico. O excesso de proteinas mal
enoveladas, desbalango nos niveis intracelulares de calcio ou alteracbes
metabdlicas geram uma cadeia de eventos chamada de resposta a proteina mal-
enovelada, UPR (unfolded protein response). Esta UPR tem como consequiéncias
uma diminuicdo geral da tradugdo, aumento de transcricdo de genes de
chaperonas do reticulo e estimulagdo da degradacéo de proteinas. Um estresse
muito agudo ou prolongado pode induzir a morte das células, por uma via ainda
pouco esclarecida mas que envolve caspase 12, membros da familia de Bcl-2 e o

fator de transcricdo CHOP (Rutkowski e Kaufman, 2004).

Por muito tempo a dicotomia necrose e apoptose foi suficiente para definir
os tipos de morte celular. Estudos posteriores, no entanto, observaram uma série
de tons de cinza no processo de morte celular programada. Eventos de morte

celular que combinam caracteristicas de apoptose e necrose se mostraram mais
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freqUentes na literatura, surgindo conceitos como parapoptose, apoptosis-like e
necrosis-like (Sperandio et al, 2000; Leist e Jaatela, 2001). A morte celular por
autofagia, independente de caspases, também tem sido muito estudada (Klionsky
e Emr, 2000) e as evidéncias atualmente apontam para um componente
organizacional na propria morte celular do tipo necrético (Guimaraes e Linden,

2004).

Apesar da definicho do tipo de morte celular exigir analises de
microestrutura e estar imerso em uma série de discussdes, muitas das cascatas
de sinalizagdo que culminam nos eventos bioquimicos caracteristicos destas
mortes sdo conhecidas. O estudo desta sinalizagao intracelular é crucial para a
compreensao do seu papel no balango de vida e morte celular, que é objeto desta

dissertacao.

3.1 AMPc
Adenosina 3’, 5° — monofosfato ciclico, ou AMPc, constitui um dos principais
segundos mensageiros, tendo sido inicialmente descrito como mediador de

respostas a ligantes extracelulares de receptores de membrana (Grahame-Smith

et al, 1967).

O AMPc é produzido por enzimas chamadas adenilil ciclases, classicamente
ativadas pela subunidade o da proteina G estimulatéria (Gs). Sua produgéo é fruto
da conversdao de ATP (Adenosina trifosfato) em AMPc com liberagdo de um
pirofosfato, que é degradado por uma pirofosfatase, tornando a reagao irreversivel

(Hurley, 1999). Sua degradacao é realizada por fosfodiesterases, que promovem a
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hidrolise desta molécula transformando-a em adenosina 5’ — monofosfato (5’ —

AMP).

O alvo canbnico do AMPc é a proteina cinase dependente de AMPc, PKA
(Protein Kinase A). Esta proteina é composta por um complexo de quatro
subunidades, duas regulatérias (R) e duas cataliticas (C). A ligagao do AMPc as
subunidades R provoca a dissociacdo do complexo, liberando as duas
subunidades C ativas que irdo fosforilar proteinas-alvo especificas nos residuos

de serina/treonina (Taylor, 2004).

A variacdo nos niveis intracelulares de AMPc esta associada a inducgao de
morte ou protegcdo, dependendo do tipo celular. O aumento de AMPc induzido
por prostaglandinas, toxina do cdlera ou forscolina (um ativador de adenilil
ciclase) é responsavel pela indugao de apoptose em linhagem de leucemia
mieldide, linfécitos B ou células de leucemia linfocitica crénica (Lanotte et al,

1991; Lomo et al, 1995; Mentz et al, 1995).

O mesmo aumento de AMPc, no entanto, é responsavel por bloquear a
apoptose de osteoclastos in vitro, a morte de neurdnios simpaticos e sensoriais
induzida por privacdo de NGF e a morte por apoptose de células pés-mitéticas
indiferenciadas na camada neuroblastica da retina (Rydel e Greene, 1988;

Selander et al, 1996; Edwards et al, 1991; Rehen et al, 1996).

Alguns alvos da via de AMPc/PKA regulam a morte celular. PKA fosforila a
proteina BAD. Pertencente a familia de Bcl-2, BAD tem acao pré-apoptotica
quando ligada a Bcl-xL, outro membro da mesma familia. Quando nao
fosforilada, BAD se liga a Bcl-xL impedindo a ligagdo deste ultimo com a
proteina Bax, que fica livre para exercer seu efeito pro-apoptético (figura 4).
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BAD possui quatro sitios de fosforilacdo associados ao controle de
apoptose: Ser112, Ser136, Ser155 e Ser170. Serina 155 é considerado o sitio
mais importante, sendo, no entanto, necessaria a fosforilagdo nas serinas 112 e
136 para que o mesmo esteja exposto. A fosforilagdo na serina 136 é
classicamente associada a via de PKB/Akt (Datta et al, 1997), a da serina 112 a
uma PKA ancorada a membrana mitocondrial e a serina 155 a PKA. A cinase
que fosforila Bad na Ser170 ainda nao é conhecida. Quando fosforilada, Bad se
liga a proteina 14-3-3 e permite a unido Bax-Bcl-xL, impedindo a apoptose

(Silveira e Linden, 2006).

Outro alvo de PKA é a proteina cyclic AMP response element (CRE)-
binding protein (CREB), um fator de transcricdo que se liga ao sitio CRE no
DNA e ativa a transcricdo de membros pro-apoptéticos da familia de Bcel-2 como
Bag-1 e o proprio Bcl-2. CREB é o fator de transcri¢ao induzido por estimulos
externos melhor caracterizado na literatura, sendo essencial em processos
como diferenciagdo, proliferagao e respostas adaptativas (Shaywitz et al, 1999)

(figura 4).

O AMPc também exerce efeitos de forma independente de PKA. Seus alvos
incluem modulacdo de canais ibnicos e GTP-Exchange factors (GEFs) que tém
influéncias em vias de sinalizagdo como a das MAPKs e PI3K (de Rooij et al,

1998; Dugan et al, 1999; Mei et al, 2002; Kopperud et al, 2003).
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Figura 4: Esquema explicativo da via de AMPc/PKA. Esta via é classicamente ativada por
receptores acoplados a proteina G. Isto gera uma ativacdo da enzima adenilil ciclase
(AC), que aumenta os niveis de AMPc. Este aumento leva a ativagcdo da proteina cinase
A, PKA, que tem CREB e Bad como alguns de seus alvos. Acredita-se que PKA exerca
papel protetor da MCP através de sua interacao direta com a proteina Bad e indireta com
a proteina Bax. Bax, quando em homodimero & pré-apoptoética. Bad, quando fosforilada,
libera a proteina Bcl-xL para se heterodimerizar com Bax e bloquear a apoptose.
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3.2 PI3K e PKB

Durante muitos anos, atribuiu-se aos lipideos de membrana uma funcgao
meramente estrutural. A partir dos anos 50, no entanto, trabalhos
demonstraram o papel de fosfatidilinositol como sinalizador intracelular,
principalmente em respostas celulares reguladas por célcio (revisado em Balla,
2001). A evolugao dos trabalhos com mediadores lipidicos demonstrou seu
envolvimento em vias de sinalizagado independentes de calcio, como a via da

fosfoinositideo —3- cinase, PI3K.

A via de PI3K/PKB é uma das principais vias responsaveis pela
sinalizagdo de sobrevivéncia em resposta a fatores tréficos em neurdnios.
Diversos estudos verificaram que a ativagao de PI3K bloqueia morte celular
(Yao e Cooper, 1995; Dudek et al, 1997; Kennedy et al, 1999), e que mutagdes
em uma fosfatase que provocam uma sinalizagdo constitutiva de PI3K estéao
presentes em alguns tipos de cancer (Maehama e Dixon, 1999), demonstrando
também a importancia desta via de sinalizacdo no controle da proliferacédo

celular.

PI3K fosforila fosfatidilinositol na posicdo 3 do anel de inositol. Suas
subunidades cataliticas definem uma divisao destas proteinas em trés classes,
estando a primeira classe associada a sinais de sobrevivéncia. As PI3K de
classe | convertem fosfatidilinositol, fosfatidilinositol 4 fosfato e fosfatidilinositol
4,5 bifosfato nos fosfoinositideos (PI) PI(3)P, PI(3,4)P, e PI(3,4,5)P;,
respectivamente, sendo o Ultimo substrato seu alvo mais comum

(Vanhaesebroeck et al, 1997).
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Os membros desta classe se subdividem em duas subclasses de acordo
com a proteina adaptadora com a qual interagem. PI3Ka, PI3KB e PI3K?d
(classe la) sao reguladas por uma subunidade p85, com dois dominios SH2
que interagem com residuos de tirosina fosforilados (em uma sequéncia
especifica de aminoacidos) presentes em receptores tirosina cinases ativados
e algumas proteinas adaptadoras (Fruman et al, 1998). PI3Ky (classe Ib) é
regulada pela subunidade By de proteinas G heterotriméricas, através de uma

proteina adaptadora, p101 (Vanhaesebroeck e Waterfield, 1999).

As PI3K de classe la sao recrutadas a membrana plasmatica através de
p85, pela dimerizagdo de receptores tirosina cinase (Vanhaesebroeck et al,
1997). A associagdo de p85 a sequéncia de fosfo-tirosina aumenta a atividade
catalitica de PI3K e a aproxima de seus substratos e de ativadores como Ras

(Fruman et al, 1998).

A producdo de PI(3,4)P, e PI(3,4,5)P3 pela PI3K recruta proteinas com
dominio Plekstrin Homology (PH) com alta afinidade para estes
fosfoinositideos, como a cinase dependente de fosfoinositideos 3°, PDK1 (3"-
phosphoinositide-dependent protein kinase-1). Esta cinase tem como um dos

alvos Akt ou proteina cinase B, PKB (Vanhaesebroeck e Waterfield, 1999).

Akt/PKB possui um dominio PH, um dominio cinase e uma regiao
regulatéria C-terminal. Para ser completamente ativada, precisa ser fosforilada
no residuo treonina 308 (no dominio cinase) e na serina 473 (do C-terminal)
(Vanhaesebroeck e Waterfield, 1999). O dominio PH desta cinase faz com que

ela seja recrutada para a membrana pelos produtos de PI3K, PI(3,4)P; e
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P1(3,4,5)P3;. Na membrana ela é fosforilada por PDK1 em ambos os sitios,

sendo totalmente ativada.

As acdes da via de PI3K/Akt na sinalizacdo de morte celular em neurdnios
ocorre de forma dependente ou independente de transcricdo génica. Akt/PKB
tem como alvos proteinas da maquinaria de morte celular, como Bad e
procaspase 9, e fatores de transcricdo. Sua agao dependente de transcricao se
da pela inibigdo da transcricdo de genes de morte celular ao interagir com a
familia Forkhead de classe O (FOXO) — que ativa genes de morte celular como
Fas-L, Fas, TNFa e seu receptor e TRAIL - e com p53 (em mecanismo ainda
desconhecido, mas p53 ativa BAX e NOXA), ou pela ativagdo de genes de
sobrevivéncia, via fator nuclear kB (NF-xB) e IxB cinase (BcL-XI e IAPs) e
CREB (Bcl-2 e BDNF) (Brunet et al, 2001; Vanhaesebroeck e Waterfield, 1999

e Neri et al, 2002; figura 5).

O papel de PI3K no controle de eventos de morte celular e proliferacéo
celular durante o densenvolvimento é bem ilustrado em artigo de Pimentel e
colaboradores, em que um camundongo transgénico que tem maior atividade
de PI3K apresenta alteragcbes como aumento e dobramento da retina, e

desprendimento parcial do epitélio pigmentado (Pimentel et al, 2002).
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Figura 5: Esquema explicativo da via de PI3K/PKB. Esta via é classicamente ativada por
receptores tirosina cinase, que levam a ativacdo de PI3K. Os produtos da ativacdo desta
cinase geram o recrutamento e a ativagao posterior de PKB/Akt, fosforilada por PDK1.
Procaspase 9, NF-B, CREB, fatores de transcricdo da familia Forkhead classe O (FOXO)
e Bad sao alguns dos alvos de fosforilagdo desta cinase envolvidos na sinalizagdo de
morte. Acredita-se que uma das vias pelas quais PKB exerce papel protetor da MCP seja
através de sua interacao direta com a proteina Bad e indireta com a proteina Bax. Bax,
quando em homodimero é pré-apoptotica. Bad, quando fosforilada, libera a proteina Bcl-
XL para se heterodimerizar com Bax e bloquear a apoptose.
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3.3 A via das MAPK

Os primeiros trabalhos a identificar MAP cinases foram feitos em linhagem
3T3 estimulada com insulina. As sequéncias das primeiras MAP cinases
ficaram disponiveis entre 1989 e 1991, em levedura e mamiferos. Os
substratos geralmente utilizados para medir a atividade destas cinases eram
proteina basica de mielina (MBP) e proteina associada a microtubulos (MAP2),
o que fez com que fossem primeiramente batizadas como MBP e MAP2
cinases (Pearson et al, 2001). Posteriormente o MAP foi mantido, mas com
significado de mitogen activated kinases, para fazer mengao a outra origem
histdrica, a de que estas proteinas haviam sido identificadas nos anos 80 como

tirosina-fosfoproteinas ativadas por mitégenos (Rossomando et al, 1989).

MAP cinases sao ativadas por fosforilagdo e isso envolve uma cascata de
fosforilagao em trés etapas, constituidas pela ativagao de trés proteina cinases.
A primeira delas, dita MAP cinase cinase cinase (MAPKKK), fosforila a
segunda, MAP cinase cinase (MAPKK), ativando-a. Esta etapa € fundamental
na amplificagdo do sinal, uma vez que MAPKKs, como é o caso de MEK, estao
presentes em maior quantidade na célula do que sua ativadora Raf-1. As MAP
cinases precisam ser fosforiladas em uma treonina e uma tirosina. No caso de
ERK1/2, a fosforilagdo em treonina ndo as ativa, mas um acumulo de proteinas
com esta primeira fosforilagdo € necessario para que a segunda fosforilagéo
ocorra. Desta forma, existe um limiar para a ativagdo destas proteinas

(Pearson et al, 2001).

As MAP cinases tém uma resposta transitoria e fosforilam outras proteina

cinases, fosfatases e fatores de transcricdo, particularmente induzindo a
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transcricdo de genes imediatos (immediate early genes), uma vez que,

ativadas, podem migrar para o nucleo (revisado por Hunter, 2000).

Na superfamilia das MAPKs existem trés vias de sinalizacdo que
respeitam o modelo acima: a das proteinas cinases reguladas por sinais
extracelulares (Extracellular signal-Regulated protein Kinases, ERKSs), as
cinases c-Jun N-Terminal (JNK) e a familia das proteinas cinases p38

(Johnson e Lapadat, 2002 para revisao).

ERK1 e ERK2 tém na sua cascata de ativagao a MAP cinase cinase MEK
e a MAPKKK c-RAF, regulada pela GTPase Ras através de receptores para
fatores de crescimento e tirosina cinases. Dependendo do estimulo, ativacéo
de ERK pode levar a ativacao da transcricdo da cinase p90 RSK S6, a MAPK-
activated protein kinase-1, MAPKAP-K1, fosfolipase A2, fatores de transcrigao
(como os membros da familia AP-1, Elk-1, m-Myc), STAT3, EGF entre outros.
A ERK1 e a ERK2 estédo envolvidas no controle da divisdo celular, migragao e
sobrevivéncia (Cowan e Storey, 2003 para reviséo) (a via esta representada na
figura 6).

O papel desta familia na sinalizacdo de morte celular € dubio. Xia e
colaboradores descreveram pela primeira vez uma funcado anti-apoptotica de
ERK1 e 2 em neurbnios ao demonstrar que a sinalizacao trofica de NGF era
mediada pela via de ERK1/2 em células PC12 (revisado em Hetman e Gozdz,
2004). A ativacdo de ERK1/2 também ¢é protetora mediando efeitos de BDNF
(Bonni et al, 1999; Dugan et al, 1999), de PACAP via AMPc em neurénios
granulares cerebelares (Villalba et al, 1997), além de BDNF e AMPc em células

ganglionares da retina (Meyer-Franke et al, 1998), apesar de outros relatos
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indicarem que esta nao é a principal via efetora de protecao por suporte tréfico
(Hetman e Xia, 2000).

Além de uma funcéo protetora ‘basal’, muitos estudos implicam a via de
ERK1/2 em neurdnios como transdutora de sinais de agentes protetores em
situacdoes de estresse como excitotoxicidade, aumento de calcio intracelular,
danos de DNA, lesbes oxidativas, hipoxia ou virus neurotdxicos (Hetman e
Gozdz, 2004). Existem, no entanto, muitos relatos da via de ERK como
indutora de morte celular (Chu et al, 2004), inclusive de morte celular nao-
apoptética (Subramaniam e Unsicker, 2006). Como é comum em se tratando
de vias de sinalizagdo, os efeitos da via de ERK variam em fungédo do tipo
celular, duracdo e natureza do estimulo e localizacdo subcelular da ERK
(Cheung e Slack, 2004).

ERK1/2 modulam a sinalizagdo de morte e sobrevida por eventos
dependentes e ndo dependentes de expressao génica. Bonni e colaboradores
mostraram em 1999 efeito anti-apoptotico de ERK1/2, via seu alvo p90Rsk2,
através de fosforilagdo de Bad e ativacdo de CREB. Como descrito
anteriormente, CREB aumenta a expressao de membros anti-apoptdticos da
familia de Bcl-2. Erk1/2 ainda podem fosforilar diretamente Bim40, membro
pré-apoptético da familia de Bcel-2 e caspase 9 (Hetman e Gozdz, 2004)

JNK ¢é ativada por sinais de estresse como choque térmico, irradiacao por
UV e citocinas pro-inflamatorias. Quando ativada, JNK se transloca para o
nucleo ativando um conjunto seleto de alvos, que engloba c-jun (levando a
aumento de atividade do fator de transcrigdao AP-1), ATF-2, Elk-1, Myc, Smad3,
p53, NFAT4, DPC4 e MADD (Cowan e Storey, 2003 para revisdo). Sua

ativagdo normalmente leva a apoptose, havendo algumas excecgoes.
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P38 também é ativada por sinais de estresse, tendo como alvos as
proteinas de choque térmico (hsps) 27, 25, a proteina ativada por MAPKs
(MAPKAP)2 e os fatores de transcricdo ATF-2, Stat1, Max/Myc, Elk-1 e CREB

via ativagao de MSK1 (Cowan e Storey, 2003 para revisao) (figura 6).

Figura 6:
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Figura 6: Esquema explicativo da via das MAPK. Est&o ilustradas as
proteinas pertencentes as trés familias de MAPKs: ERK, JNK e p38 cinase, a
cascata de ativagdo em trés etapas e alguns de seus alvos. Modificado de
http://www.sigmaaldrich.com/Area_of Interest/Life _Science/Cell_Signaling/Scie
ntific_Resources/Pathway Slides___ Charts/Mitogen_activated Protein_Kinase

Cascades.html
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3.4 PKC

O termo proteina cinase C (PKC) engloba um grupo de serina/treonina
cinases que desempenham papel importante em processos como morte
celular, diferenciacao e proliferacdo celular. Suas primeiras descricbes datam
do comego dos anos 80, identificada como proteina cinase ativada por calcio,
diacilglicerol (DAG) e fosfolipideos. Estudos subsequentes revelaram um
conjunto de isoenzimas que, apesar de pertencerem a mesma familia, variam
em estrutura, localizagdo subcelular e no tecido, co-fator utilizado e
especificidade com o substrato (Casabona, 1997).

O estudo do envolvimento de PKC no controle da morte celular foi por
muito tempo sombreado por relatos contraditérios consequentes do uso de
ativadores nao especificos de PKC e do fato de isoformas diferentes da
proteina terem atividades distintas. O desenvolvimento de técnicas de biologia
molecular e de inibidores especificos para isoformas desta enzima permitiu
esclarecer a questdo (Gutcher et al, 2003).

A familia de PKC pode ser dividida em trés grupos baseado na sua
regulagédo: as PKCs dependentes de calcio e ativadas por diacilglicerol (DAG),
ditas convencionais ou cPKCs (a, Bl, Bll e v); as novas PKCs ou nPKCs (39, ¢, 0,
N, u € v - sendo que as duas ultimas séo referidas também como PKDs por
terem uma diferenca em sua regulacdo), também ativadas por DAG mas
insensiveis a calcio; e as PKCs atipicas ou aPKCs ({ e A1), insensiveis a DAG
e calcio (Nishizuka, 1992).

A ativacdo de PKCs tradicionais envolve uma série de etapas. Na sua

forma inativa, PKC permanece no citosol com seu dominio catalitico ocultado
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por uma regiao da proteina chamada pseudo-substrato. Para ser ativada, PKC
precisa primeiramente ser fosforilada (por PDK1) e se ligar a calcio. Esta
ligacdo aumenta sua afinidade por lipideos e a leva a membrana plasmatica,
onde pode se ligar ao fosfolipideo fosfatidilserina (PS) e DAG. Esta interagéo
faz com que o pseudo-substrato libere o sitio catalitico e PKC esteja
completamente ativa (Newton, 2001).

As novas PKCs variam muito quanto a sua afinidade por co-fatores como
acidos graxos, porém todas também s&o ativadas pela interagdo com PS e
requerem um aumento nos niveis de DAG (Casabona, 1997). As PKCs atipicas
tém mecanismo de ativacdo ainda obscuro. Apds sua ativagdo, as PKCs se
ligam a receptores para proteinas cinase C ativas (RACKs) (Mochly-Rosen et
al, 1991), que determinam sua localizagao.

A participacdo de PKCs na indugdo ou bloqueio de apoptose € bem
estabelecido na literatura (revisado em Lucas e Sanchez-Margalet, 1995).
Apesar de, por muito tempo, o papel das isoformas de PKC no controle da
MCP ser controverso, atualmente esta mais esclarecido que diferentes
isoformas de PKC exercem modulagdes distintas na sinalizagao de morte.

Como mecanismos da ac¢do anti-apoptética de PKCs, ja foram descritos
modulagdo da via mitocondrial (Ding et al, 2002); da fosforilagdo de BAD via
Rsks (Bertolotto et al, 2000); interagdo com BcL-2 (Ruvolo et al, 1998; Whitman
et al, 1997), com a via de receptor de morte (agindo na formagéo de DISC -
Gomez-angelats et al, 2001), e de MAPK pela fosforilagdo de Raf-1 (Ueda et
al, 1996; Cai et al, 1997), que sabidamente fosforila e inativa BAD. O

consenso € que PKCs convencionais e atipicas sdo predominantemente anti-
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apoptéticas, enquanto PKCs novas geralmente tém uma fungao de supresséao

de tumor e sao vistas como proé-apoptéticas (Gutcher et al, 2003).

4. Hop/STI1

Hop/STI1 foi primeiramente identificada em Saccharomyces cerevisiae em
uma busca genética por fatores que induzissem trans-ativacdo de genes da
resposta de choque térmico (Nicolet e Craig, 1989), de onde se origina seu
nome, stress-inducible protein 1. Esta € uma proteina de 66kDa que tem
homodlogos descritos em humanos, rato, camundongo, levedura, insetos,
plantas, parasitas e virus (Odunuga et al, 2004).

Em funcéo de algumas diferengcas no mecanismo de agao da proteina em
diferentes espécies, STI1 identifica geralmente o homdlogo em levedura,
enquanto o de mamiferos é referido por Hsp70-Hsp90 organizing protein, Hop.
Como o nome indica, a principal descricdo de funcdo desta proteina é como
co-chaperona que funciona como scaffold para a formacdo do complexo
Hsp70-Hsp90 de chaperonas (Smith et al, 1993, Chen et al, 1996; Dittmar et al,
1996, Chen e Smith, 1998). Como em trabalhos que ndo estudam a funcao de
co-chaperona desta proteina sua nomenclatura fica um pouco confusa,
optamos por nos referir a ela como Hop/STI1 nesta dissertacio.

O que confere a Hop/STI1 esta qualidade de scaffold € a presenca de
nove motivos tetratricopeptideos repetidos (TPRs, que consistem de repetigdes
em tandem de uma sequéncia consenso de 34 aminoacidos) (Blatch e Lassle,
1999) agrupados em trés dominios TPR: TPR1, TPR2A e TPR2B. Estes

dominios permitem a interacdo de Hop/STI1 com outras proteinas, além de
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Hsp70 e Hsp90, muitas das quais ainda estdo sendo descobertas (Odunuga et
al, 2004).

Hop/STI1 ja foi encontrada no nucleo, citoplasma e adsorvida a face
externa da membrana plasmatica, estando presente na membrana de
neurénios (Odunuga et al, 2004; Zanata et al, 2002). Hop/STI1 tem sua fung¢ao
de co-chaperona bem descrita na literatura. Recentemente, no entanto, novas
funcdes vém sendo propostas para esta proteina, tanto dentro da célula como
na membrana, como modulagdo de sinalizagdo intracelular e neuroprotegao
(Odunuga et al, 2004). Esta dissertagao se encaixa no contexto de elucidagao
das fungdes desta co-chaperona e propbe que ela esteja envolvida na

regulacao de sinalizagdes de morte e proliferagdo durante o desenvolvimento.

4.1 Fungdes intracelulares: Chaperonas e Hop/STI1

Chaperonas constituem uma classe muito conservada de proteinas. Suas
principais fungdes na célula incluem prevencéao de interacdes improprias dentro
e entre polipeptideos ndo nativos, aumento da eficiéncia de re-enovelamento
de proteinas que sofreram desenovelamento como resultado de estresse
celular, transporte intracelular de proteinas, degradacdo de proteinas e
transducéo de sinal (revisado em Muchowski e Wacker, 2005).

Um evento estressante - como o aumento da temperatura - ativa um
programa celular conhecido como a resposta de choque térmico, cujo traco
principal € o aumento na sintese de chaperonas da familia das proteinas de
choque térmico (heat shock proteins, HSPs) destinadas a combater o dano

protéico resultante do estresse. Estas proteinas, apesar da descrigao inicial,

28



tém expressao constitutiva e exercem papel crucial na fisiologia da célula
mesmo quando esta ndo esta em situagao de estresse.

HSP70 ajuda na estabilizagdo e enovelamento de proteinas, estando
presente na maior parte dos compartimentos celulares (Bukau e Horwich,
1998). HSP90 é uma chaperona presente no citosol que estabiliza proteinas
mal-enoveladas e regula a atividade de proteinas sinalizadoras como tirosina
cinases e calcineurina (Young e Hartl, 2002). HSPs pequenas (sHSPs) formam
grandes oligbmeros e exercem fungdes similares as de HSP90.

No processo de tradugdo, o tempo em que a cadeia ndao enovelada fica
exposta antes do término de sua tradugéo, a proximidade de outras cadeias
semelhantes (em complexos de polirribossomos) e a super-populagédo do
citosol induzem agregagao. As chaperonas reconhecem residuos hidrofébicos
e/ou esqueletos protéicos nao estruturados (que normalmente nao ficam
expostos em proteinas em conformagdo nativa), se ligando e atuando tanto
como escudo na prevencdo de interacdes indevidas entre cadeias como
evitando mal-enovelamento intramolecular (revisado em Hartl e Hayer-Hartl,
2002). As chaperonas obtém a conformacédo étima dos seus substratos através
de ciclos de ligacdo e liberagdo do substrato regulados pela sua atividade
ATPasica e pelo auxilio de co-chaperonas.

Em eucariotos, a maioria das cadeias de polipeptideos pequenas se
enovela sozinha apés liberagdo do ribossomo. Cerca de 10% das cadeias
longas € assistida por chaperoninas, proteinas que formam complexos
cilindricos onde as novas proteinas sdo enoveladas isoladas do citosol. Ja 15 a

20% das cadeias atingem sua conformacgao nativa com assisténcia de hsp70 e
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hsp40, sendo que uma fragdo destas ainda requer a participagcao de hsp90
(Hartl e Hayer-Hartl, 2002).

Hsp90 e 70 interagem a partir de uma sequéncia precisa de eventos
mediados por co-chaperonas. Neste ciclo de hsp70 e hsp90, a proteina
Hop/STI1/p60 exerce papel crucial. Inicialmente, proteinas novas ou
parcialmente nao-enoveladas séo direcionadas a hsp70 por hsp40, formando o
chamado ‘complexo inicial’. Para muitas proteinas, os ciclos de interagdo com
hsp70 sao suficientes para atingir a conformagéao 6tima.

No caso de substratos que requerem a participagédo de hsp90, a ponte
entre as maquinarias de Hsp70 e Hsp90 ¢é feita pela co-chaperona
Hop/Sti1/p60 através de seus dominios TPR (Smith et al, 1993, Chen et al.,
1996, Johnson et al, 1998; Young et al, 1998, Scheufler et al, 2000). Hop/Sti1
tem grande afinidade por hsp90 e se liga a ela em dimero pelos seus dominios
TPR2A e 2B (Prodromou et al, 1999). Em condi¢cdes normais, em excesso de
ATP, Hop/Sti1 tem pouca afinidade por hsp70, porém a interagdao de hsp40
com hsp70 estimula a hidrélise de ATP por hsp70 (Bukau e Horwich, 1998),
colocando-a em uma conformacdo em que a afinidade de Hop é maior,
possibilitando a interagao entre as proteinas hsp40, hsp70, hsp90 e Sti1/Hop,
no dito ‘complexo intermediario’ (Hernandéz et al, 2002, Chen et al., 1996;
Dittmar e Pratt,1997; Johnson et al., 1998).

O passo seguinte do ciclo consiste na troca de Hsp70 e Hop/STI1 por uma
imunofilina e p23, gerando o ‘complexo maduro’, que por fim leva a liberagao
do substrato.

A atividade in vivo de hsp90 depende de hidrolise de ATP (Obermann et

al, 1998). Hop/STI1, além de recrutar os componentes e formar o complexo
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intermediario, modula a atividade ATPasica de hsp90 (se ligando ao sitio de
ligacdo a ATP de hsp90) (Prodromou et al, 1999). Hsp90 possui uma
conformagao ‘aberta’ mais receptiva ao substrato (Prodromou et al, 2000).
Hop/STI1 impede a quebra de ATP e manteria hsp90 na sua conformagao
mais receptiva, aumentando a eficacia do processo. A substituicado de STI1 por
uma imunofilina liberaria o sitio de ligacdo a ATP de hsp90, permitindo a
ligacao e hidrélise de ATP necessarias para que o enovelamento apropriado do
substrato seja atingido.

Por serem chaperonas, as proteinas de choque térmico tém papel na
protecao em disturbios de enovelamento protéico, como é o caso de doencgas
neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson e Huntington. De fato, HSP90
e 70 tém funcao protetora em modelos de Alzheimer (Dou et al, 2003, Shimura
et al, 2004), Hungtinton (Jana et al, 2000; Kobayashi e Sobue, 2001) e
Parkinson (Klucken et al, 2004), neste ultimo in vivo inclusive (Auluck et al,
2002). Acredita-se que a fungado destas proteinas seja direcionar a agregacao
protéica a formacéao de fibras in6cuas, impedindo a formagéo de oligbmeros de
tamanho intermediario toxicos a célula (Muchowski e Wacker, 2005).

Nestes e outros trabalhos, foi descrita uma funcdo protetora indireta de
hsps na morte celular por sua agdo no processamento dos agentes toxicos a
célula. Estas proteinas, no entanto, também agem modulando diretamente
componentes de sinalizacdo intracelular. Desta forma, complexos de
chaperonas e co-chaperonas interagem com receptores nucleares — gerando e
mantendo sua conformagéo 6tima para ligagao e ativagado e regulando a sua
dissociacdo de complexos transcricionais (Young e Hartl, 2002) —; com

componentes e reguladores da via de Ras/Raf-1 (Nollen e Morimoto, 2002),
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JNK, PI3K; e interagem diretamente com componentes das vias intrinseca ou
extrinseca de morte celular programada como caspases e NF-kB (Beere,
2004).

Hop/STI1 também interage com outras chaperonas como Hsp104
(Abbas-Terki et al, 2001) e cdc37, uma co-chaperona envolvida em sinalizagao
da via das MAPKs e no controle do ciclo celular (Abbas-Terki et al, 2002;

Maclean e Picard, 2003).

4.2 Funcgdes extracelulares: Novos parceiros de Hop/STI1
Chiarini e colaboradores, em 2002, estudando MCP e biologia de
prion, descreveram que o tratamento com um peptideo ligante da proteina
prion celular, denominado PrR, gerava redugcdo na morte celular induzida por
anisomicina em retinas de rato e camundongo. A ligacdo entre PrR e PrP°
levava a ativagdo das vias de ERK e AMPc/PKA, porém somente esta ultima

era necessaria ao seu efeito protetor (Chiarini et al, 2002).

Um anticorpo contra o peptideo PrR levou a identificagdo de STI1 como
ligante de PrP® (Zanata et al, 2002). A protecdo das células pés-mitéticas
indiferenciadas conferida pelo tratamento com STI1 era dependente de PrP°
(Zanata et al, 2002). O tratamento com o peptideo que contém o dominio de
STI1 que se liga a PrP® (peptideo 230-245) induz neuroprotecdo dependente

da via de AMPc/PKA (LB Chiarini, dados n&o publicados).

A proteina prion celular (PrP®) é uma glicoproteina ancorada & membrana
plasmatica por uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI), expressa

predominantemente no sistema nervoso central (SNC) (Prussiner, 1998). PrP°®
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esta envolvida na patogénese de uma familia de doengas neurodegenerativas,
as encefalopatias espongiformes, dentre as quais as mais conhecidas em
humanos sao o kuru, a doenga de Creutzfeldt-Jacob (CJD) e a sua nova
variante (nvCJD).

O quadro clinico destas doengas envolve deméncia, disturbios motores
e de ciclo circadiano, ins6nia e declinio cognitivo, sendo marcado por
acentuada degeneragao neuronal, que produz no cérebro o aspecto esponjoso
que as qualifica (Collins et al, 2004 para revisao).

As encefalopatias espongiformes, conhecidas também como doengas por
prion, compreendem um pequeno subgrupo de doengas, o das encefalopatias
espongiformes transmissiveis (TSEs). Sabe-se que o agente patogénico das
TSEs é uma isoforma de PrP®, a PrPS® (chamada scrapie). Acredita-se que a
isoforma scrapie seja capaz de induzir uma conversao da isoforma celular para
a scrapie, as custas da deplecéao de PrP® da membrana.

A infeccdo, em humanos, pode ocorrer por procedimento médico ou
ingestdo de material contaminado (nvCJD, kuru). No caso da nvCJD, a
transmissao se da através de ingestdo de tecido de animais com encefalopatia
espongiforme bovina por via oral. A isoforma scrapie, no entanto, induz morte
celular somente no sistema nervoso central (Aguzzi et al, 2004).

Duas hipoteses cercam a discussao sobre a causa da neurotoxicidade nas
doengas de prion: a do ganho de fungéo, que responsabiliza o acumulo dos
agregados de PrP®¢ pela inducdo de morte neuronal; e a de perda de funcao,
que prediz um papel de PrP® na homeostasia do tecido, de modo que sua
perda (pela conversio) geraria os sintomas da doenga (para revisao, Hetz et

al, 2003).
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Os estudos de 2002 de Chiarini e Zanata e colaboradores corroboram com a
hipétese da perda de funcdo, uma vez que descrevem o envolvimento de Prp°
na via de sinalizagdo de sobrevivéncia, sugerindo um papel protetor fisiolégico
desta proteina. Estes estudos impulsionaram a investigagdo dos efeitos da
interacdo PrP®-Hop/STI1 em outros modelos.

A ligacdo de Hop/STI1 a PrP® também é neuroprotetora em culturas
primarias de hipocampo (Lopes et al, 2005). O tratamento com Hop/STI1
nestas culturas protege contra a morte induzida por estaurosporina de forma
dependente de PrP¢ e da via de AMPc/PKA. Em culturas de linhagem de
células hipocampais, Sakudo e colaboradores descreveram uma modulacao
pelo peptideo 230-245 de STI1 da atividade superoxido dismutase de PrP¢ e
consequentemente aumento da sobrevivéncia das células (Sakudo et al, 2005).

A interagcao entre Hop/STI1 e a proteina prion celular ndo tem efeitos
somente na modulagcdo da morte celular. Lopes e colaboradores descreveram
uma funcdo desta co-chaperona na diferenciagcdo celular. Hop/STI1 induz
neuritogénese dependente da via de ERK em culturas primarias de hipocampo,
0 que levou o grupo a propor duas fungdes de STI1 via PrP®: uma
neuroprotetora pela ativagdo de PKA e uma relacionada a diferenciagao
celular, que recruta a via de ERK (Lopes et al, 2005).

Erlich e colaboradores verificaram recentemente que Hop/STI1 também
modulava a proliferacdo celular em linhagem de glioma A172 (Erlich et al,
2006, submetido). O tratamento com Hop/STI1 aumentou a proliferagdo em até
trés vezes, efeito que foi revertido por co-tratamento com anti-PrP¢ e que é

modulado pelas vias de ERK e Pi3K (Erlich et al, 2006, submetido).
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O tratamento com Hop/STI1 em culturas de astrécitos também modula a
proliferagcédo celular, mas negativamente (Erlich et al, 2006, submetido; Arantes
et al, em preparagéo). O efeito anti-proliferativo da co-chaperona se mostrou
dependente de PKC e ocorre mesmo em culturas de astrécitos de animais
nocautes para prion celular (Arantes et al, em preparagao), indicando que
Hop/STI1 é capaz de induzir sinalizacéo de forma independente de PrP°.

Os estudos sobre a sinalizagao e o papel fisiolégico de Hop/STI1 podem
ser organizados em dois ramos. Primeiramente, os estudos de sua atividade
de co-chaperona e possiveis papéis que suas interacbes com outras moléculas
dentro da célula tém na modulagcdo de diferentes vias de sinalizacao
intracelular. O segundo ramo, muito mais recente, surgiu a partir do estudo do
papel fisiolégico de outra proteina, prion celular, e enfoca os efeitos do
tratamento com Hop/STI1 exdgena em processos de morte, proliferagdo e
diferenciagao celular.

Os resultados provenientes deste ramo superaram seu proprio ponto de
partida, no sentido de que efeitos de Hop/STI1 estdo sendo estudados que nao
envolvem a proteina prion celular, e novos parceiros de Hop/STI1 estdo sendo
identificados. Este estudo se coloca no contexto de elucidar os papéis desta
proteina para além da maquinaria de chaperonas, tentando acrescentar mais
informagdes ao quadro que se esta montando do papel fisioldégico desta co-

chaperona.
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Objetivos:

¢ Verificar a expressao de Hop/STI1 na retina
¢ Investigar o papel de Hop/STI1 na modulagdo da morte celular programada na
retina em desenvolvimento:
o Através de duas ferramentas: a proteina Hop/STI1 purificada
e um anticorpo policlonal contra Hop/STI1, o anti-STI1.
0 Em duas sub-populagdes retinianas: células pds-mitéticas
indiferenciadas e células ganglionares
e Estudar o papel de hop/STI1 na modulacéo da proliferagao celular na retina em
desenvolvimento através do tratamento com a proteina Hop/STI1 purificada ou

com o anticorpo anti-STI1.
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METODOLOGIA:

Animais: Foram utilizados ratos da racga lister hooded mantidos no biotério do
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho; camundongos nocaute para PrP°
cedidos pelo Instituto Ludwig de Pesquisa de Cancer (SP), originarios de uma
colénia Zurich nocaute gentiimente cedidos pelos Drs Charles Weissmann
(Imperial College, Londres) e Hans Kretzschmar (Universidade de Munique) e
camundongos selvagens de uma linhagem mista C57BL6/J X 129 com

background genético semelhante aos animais nocaute.

Tratamentos: Anisomicina (Sigma) tem seu estoque em agua a 500ug/mL e foi
utilizada na concentragdo de 1ug/mL. Forscolina (Calbiochem) é armazenada em
DMSO a 10nM e utilizada a 10uM. O Rp-AMPc (Sigma e Calbiochem) foi utilizado
a 100uM, o LY294002 (Calbiochem) a 20uM, U0126 (Calbiochem) a 10uM,
PD98059 (Calbiochem) a 30uM e o cloreto de queleritrina (Sigma) a 1uM. Os
inibidores foram pré-incubados por 30 minutos a excegao do Rp-cAMP que foi pré-
incubado por 45 minutos. O anticorpo anti-STI1 foi produzido em coelho pela

Bethyl (Montgomery, Texas, EUA)

Purificacdo de Hop/STI1l: Plasmideos pTrcHis2 contendo a sequéncia de
Hop/STI1 ou Hop/STI14%3%2%5 recombinantes que possuem uma cauda de histidina
no C-terminal (gentiimente cedidos pela da Dr® Vilma Martins do Instituto Ludwig
de Sao Paulo) foram inseridos em E. coli (cepa DH5a) por meio de transformacgao

por choque térmico.

Uma coldnia isolada foi inoculada em 25 mL de LB - Luria’s Broth
(Invitrogen) contendo 50 pg/ml de ampicilina (para fins de selecdo o plasmideo
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confere resisténcia a ampicilina), a 37°C, por aproximadamente 16 horas, sob
agitacao orbital. A suspensao de bactérias foi diluida 25 vezes em 1 litro de LB
contendo 50 ug/ml de ampicilina, sendo mantida a 37°C, sob agitagao orbital até

que a cultura atingisse a fase exponencial de crescimento (DOgg de 0,600).

Neste ponto do crescimento foi adicionado 1mM de IPTG (B-D-
tiogalactopiranosideo de isopropila) com o objetivo de induzir a expressao da
proteina Hop/STI-1 recombinante, uma vez que o promotor inserido no plasmideo
€ controlado pela lactose. Apds 4 horas em presencga de IPTG, as bactérias foram
sedimentadas por meio de centrifugacdo a 4000 x g, por 10 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado, e o pellet resultante foi ressuspendido em tampao
de lise (50 mM de tampao fosfato pH 8, 300 mM de cloreto de sédio, 10 mM de
imidazol (SIGMA), TmM de fluoreto de fenil metil sulfonil - PMSF (SIGMA), 2 pug/mi
de leupeptina, 2 pg/ml de aprotinina, 2 ug/ml de pepstatina, 100 mM de acido
etilenodiaminotetracético - EDTA e 1 mM de ditiotreitol - DTT e este foi lisado sob
alta pressdo (16.000 psi), com o auxilio de uma prensa francesa
(ThermoSpectronic). A fim de separar as proteinas em solugao dos fragmentos
celulares, o lisado foi centrifugado por 15 minutos, a 14000 rpm, a 4°C. O pellet foi
descartado e o sobrenadante foi incubado com a resina NTA (Amersham)
carregada com niquel e previamente equilibrada com tampao de lise, sob agitagcao
suave, a 4° C, por aproximadamente 16 horas. Para que as proteinas que nao
aderiram a resina fossem eliminadas, a resina foi centrifugada a 3500 rpm, por 3
minutos, a 4°C, o sobrenadante foi recolhido e a resina foi lavada duas vezes com
o tampao de lise, e mais duas vezes com o tampao de lavagem (50mM de tampao

fosfato pH 8, 300mM de cloreto de sddio e 50mM de imidazol). A seguir, a resina
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foi transferida para uma coluna, e entdo o tampéao de eluigdo (50mM de tampao
fosfato pH 8, 300mM de cloreto de sédio, 500mM de imidazole) foi adicionado a
fim de eluir da resina a proteina de interesse. Foram recolhidas 20 fragcdes de
aproximadamente 1ml cada. As fragcbes contendo Hop/STI-1 His6 ou Hop/STI-
14230-245 His6 (deteccdo da proteina pelo método de Bradford) foram dosadas e

entdo dialisadas contra TBS (20mM Tris-HCI, pH 7,5; 150mM NaCl).

Cultura de tecido: Experimentos de morte celular (partes 2 e 3 desta
dissertagdo): Roedores neonatos foram sacrificados por decapitagdo, seus olhos
retirados e as retinas dissecadas em meio de cultura Basal Medium of Eagle
(Sigma)-Hepes 20mM, pH 7,2) com 5% de soro fetal bovino (Gibco), glutamina
2mM (Sigma) e Gentamicina 0,1img/mL (Gibco). As retinas foram cortadas em
explantes de aproximadamente 1mm? e mantidas no meio em agitacdo orbital a
37° C por 20h, submetidas a diferentes tratamentos. O tecido foi fixado por
imersao em solugao de paraformaldeido 4% em tampao fosfato, pH 7,2, por uma
hora seguido de solugao de sacarose 20% no mesmo tamp&o. Os explantes foram
orientados e congelados em embedding medium Tissue TeK (polietileno glicol
4,26%, polivinil alcool 10,24%) e cortadas se¢des de 10um de espessura no
criostato. Os protocolos experimentais de obtencao de retinas foram aprovados
pela Comissdo de Avaliacdo do Uso de Animais em Pesquisa (CAUAP) do

IBCCF°.

Preparacéo das laminas: Para analisar a morte celular programada coramos os
cortes de tecido com a anilina basica vermelho neutro e o intercalante de DNA
fluorescente Sytox Green. As células em processo de morte sdo identificadas com

estes corantes por se mostrarem condensadas na microscopia éptica. A coloragao
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com vermelho neutro foi feita mergulhando as laminas sequencialmente em
solugdo 5% de tampao acetato 0,1M, pH 3,3, por dois minutos, na solugéo de
vermelho neutro 1% por 30 segundos e novamente na solugédo 5% de tampao

acetato 0,1M, pH 3,3, por um minuto.

Apds secagem as laminas foram desidratadas por imersédo em etanol
absoluto por 30 segundos e em xilol por 5 minutos. Em seguidas as laminas foram
recobertas com Entellan (Merck) e laminulas, em capela propria para materiais

toxicos.

A marcagdo com Sytox Green foi feita colocando as laminas em PBS
(CaCl, 0,680 mM, KCI 2,7mM, KH2PO4 1,47mM, MgSO4 0,489mM, NaCl 136mM e
Na;HPO4 8mM) por 2 minutos, retirando o excesso de PBS sem deixar os cortes
secarem e aplicando a solugao do intercalante sobre os cortes por 10 segundos.
Em seguida cada lamina foi lavada separadamente e montada com glicerol-N-

propil galato (Sigma).

A morte do tipo apoptético foi identificada pela presenca de DNA
fragmentado através do ensaio de TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin Nick End
Labeling). Este se baseia na ligagdo da enzima terminal desoxinucleotil
transferase (TdT) a terminagdes 3'OH livres do DNA levando a sintese de um
polimero de desoxinucleotideos. A enzima é utilizada para a incorporagado de
desoxinucleotideos biotinilados aos sitios de quebra de DNA. A biotina é
reconhecida por avidina conjugada a um composto fluorescente, tornando possivel

a identificagao por microscopia de fluorescéncia (Gavrieli et al, 1992).

Para a detecgcdo de DNA fragmentado in situ os cortes foram incubados
com triton X-100 (Sigma) a 0,5% em PBS por 15 minutos. As laminas foram
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lavadas com PBS e pré-incubadas com tampao da enzima TdT por 20 minutos.
Em seguida os cortes foram incubados por 3 a 4 horas a 37° C em solugéo
contendo 0,5U/uL TdT (Gibco BRL), 0,2nmol/uL dATP e 0,013nmol/uL dATP
biotinilado em tampao da enzima TdT. A reacao foi interrompida pela adigdo de
EDTA 20mM por 5 minutos e os cortes foram lavados com PBS. A revelagao foi

feita pela incubagéo de estreptavidina conjugada com FITC (Amersham).

Deteccdo de morte celular programada: A deteccdo de condensagédo da
cromatina por coloracdo com a anilina basica vermelho neutro foi feita por
contagem de perfis picnoticos, indicativos de células em processo de morte. As
ldaminas coradas com o intercalante de DNA Sytox Green e as usadas para
deteccdo de fragmentagdo de DNA in situ (ensaio de TUNEL com o kit Apoptag®
Plus da Intergen) também foram feitos por triplicatas de contagem de trés campos
delimitados por uma graticula de 0,0148 mm? na camada neuroblastica, e por
triplicata da porcentagem de células com perfil condensado/TUNEL positivas na
camada de células ganglionares. Estudos mostraram que a porcentagem de
células amacrinas deslocadas na camada ganglionar € de 5-10% em ratos
neonatos (Rabacchi et al, 1994), de modo que consideramos todas as células

nesta camada como ganglionares.

Imunohistoquimica: As laminas foram inicialmente incubadas com Triton 0,5%
em tampéo PBS. As lavagens foram feitas com tampédo PBS e as laminas pré-
incubadas com Bovine Serum Albumine (Sigma) 1% em PBS por 2 horas. O
anticorpo primario (anti-STI1 1:500; Bethyl) foi incubado por 24 horas a 4° C. O
anticorpo secundario foi do kit ABC-HRP (Vector) e a revelagédo realizada por

DAB.

41



Extracdo de proteina: Para o Western Blot foram feitas extra¢gdes de proteinas
totais com tampao Laemmli (Tris-HCI 62,5mM, pH 6,8, SDS 3%, Glicerol 10%,
EDTA 10mM, pH8,0, PMSF 1mM, aprotinina 10 ug/mL, ortovanadato de sddio
1mM, fluoreto de sédio 5mM, pepstatina 10ug/mL , leupeptina 2ug/mL) ou RIPA
modificado (Tris-HCI 50mM ph=7,4; NaCl 150mM; NP40 1%; Deoxicolato de Sédio
0,25%; EDTA 1mM pH 7,5; aprotinina 1ug/mL, leupeptina 1ug/mL; pepstatina
1ug/mL; PMSF 1mM; ortovanadato de soédio 1mM; fluoreto de sédio 1mM) a partir
das retinas dissecadas. Estas foram lavadas por duas vezes apds a dissecc¢ao
(em meio BME sem soro) com PBS gelado e em seguida mantidas com o tampéao

de extragdo a 4° C por 30 minutos sendo periodicamente vortexadas.

Western Blot: As amostras de extracdo de proteina foram submetidas a uma
eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% (SDS-PAGE). Apds a eletroforese as
proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Hybond). A
membrana foi pré-incubada com solugédo de leite molico a 5% em tampao TBS
com Tween 0,1% (TBS-T) por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida foi
incubada com anticorpo primario em leite 5% ao longo da noite a 4° C. Apos trés
lavagens de 15 minutos com tampdo TBS-T foi incubada com anticorpo
secundario por 1 hora a temperatura ambiente. Apds outras trés lavagens a
revelacao foi feita com kit ABC-Elite. Os anticorpos utilizados para western blot
foram: anti-STI1 (Bethyl); anti-ERK1 (Santa Cruz); anti-lgG rabbit HRP (Cell

Signaling).

Ensaio de proliferacdo: Nos experimentos de proliferagdo ratos P2 ou
camundongos C57/129 neonatos foram sacrificados por decapitagao, seus olhos

retirados e as retinas dissecadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle
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Medium sem soro com glutamina 2mM (Sigma) e Gentamicina 0,1mg/mL (Gibco).
As retinas foram cortadas em explantes de aproximadamente 1mm? e mantidas
em placa de 24 pocos a 37° C em estufa a 5% CO; por 6 ou 24 horas. *H-timidina
foi adicionada nas ultimas duas horas de incubagdao na concentragcao final de
2uCi/uL. Apds a incubacédo os explantes foram lavados com PBS (CaCl, 0,680
mM, KCI 2,7mM, KH,PO,4 1,47mM, MgSO,4 0,489mM, NaCl 136mM e NaHPO,
8mM) e homogeneizados com 200uL de NaOH 0,4N no vortex. Estas amostras
sdo processadas de duas maneiras: dosagem de proteina pelo método de Lowry e
analise da radioatividade em cintilador. Para preparar as amostras para leitura no
cintilador liquido 50uL de cada amostra foram recolhidos em replicata e diluidos
em acido tricloroacético (TCA) 10%. Este homogenato foi filtrado em aparelho
kitassato com filtros GF/A Whattman, lavado uma vez com TCA 10% e uma vez
com etanol absoluto. Os filtros foram secos em estufa a 100° C por 30 minutos e
imersos em liquido de cintilagado para leitura em cintilador liquido Packard modelo
1600TR. As contagens por minuto resultantes da leitura no cintilador séo
normalizadas para a quantidade de proteina de cada amostra, sendo a unidade de

medida cpm/mg de proteina.

Dosagem de proteina pelo método de Lowry (Lowry et al, 1951): Foram
preparadas uma curva padrdo com diferentes concentracbes de albumina sérica
bovina (BSA) e duplicatas das amostras. As amostras e o BSA foram diluidos com
agua MilliQ para um volume final de 200uL. Cada tubo foi incubado com 2mL de
RCA (sulfato de cobre 0,01%; tartarato de NaK 0,02%; carbonato de sédio 0,02%
em hidroxido de sodio 0,1N) por 10 minutos seguido de adigao de 100uL de Folin

por 30 minutos antes da leitura das amostras no espectrofotometro. A leitura foi
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feita usando o filtro de 750 nm e a densidade Optica obtida para cada amostra
comparada com a curva padrdao para aferir a concentracdo de proteinas

correspondente.

Dosagem de AMPc: A disseccgao foi feita em meio BME/HEPEs sem soro e a
estimulagcdo no mesmo meio acrescido de 3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX)
(marca) 100 uM. Os explantes sao pré-incubados por 10 minutos com IBMX que
permanece durante o estimulo. A estimulacédo foi de 10 minutos com parada da
reagdo por adicdo de TCA 100%. As amostras acrescidas de 20nCi de *H-AMPc
passaram por uma coluna de troca idnica. A fragdo com maior recuperacéo de °H-
AMPc foi utilizada para um ensaio com a enzima PKA. No ensaio é feita uma
curva padrdo com BSA, tampdo acetato de sodio 0,05M, pH 4,0, *H-AMPc
10pmol/mL e concentragdes crescentes de AMPc, substituidas por duplicatas das
amostras no restante do ensaio. A reagao foi feita em banho de gelo por 100
minutos e parada pela adicdo de tampdo fosfato de sédio 0,2M, pH 6,0. As
amostras foram filtradas em filtros HAWP02500 e a radioatividade analisada em
cintilador liquido. A concentragdo de AMPc é definida a partir da curva padrao

(Gilman, 1970; De Mello, 1978).

Estatistica: O programa estatistico utilizado foi GraphPad Prism versao 4.0 para
Windows, GraphPad Software, San Diego California EUA. Foi considerado

significativo valor de p< 0,05.

Tratamento estatistico dos dados de Proliferacdo e Morte Celular: Na
preparagao dos explantes de retina € feito um pool dos explantes de todos os
animais utilizados no experimento. Como todos os animais utilizados pertencem a

uma mesma ninhada, temos um desenho de experimento pareado, em que um
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conjunto equivalente de explantes sofre diferentes tratamentos. Desta forma,

analisamos os dados com testes t pareados ou ANOVA com medidas repetidas.

Nos experimentos de morte celular, contamos trés explantes de cada
tratamento. Como contagem de cada explante é considerada uma média das
contagens de trés locais diferentes do explante. Como controle interno foi feito um
teste para ver se havia diferenca estatistica entre as diferentes porcoes dos
explantes, e entre explantes do mesmo tratamento (dados ndo mostrados). A

auséncia de significancia indicou que a preparagao dos explantes é valida.

Os resultados de proliferagdo se mostraram consistentes ao longo dos
experimentos. Como na técnica de timidina tritiada existe uma variabilidade muito
grande no input entre experimentos, para facilitar a visualizagdo dos resultados
normalizamos os dados para porcentagem do controle. Por estarmos lidando com
porcentagem, utilizamos um teste estatistico ndo paramétrico, wilcoxon signed
rank test. Ao normalizar os dados em relacédo ao controle, estavamos expressando
o pareamento do desenho experimental, portanto fizemos o teste em uma coluna,

a do tratamento.

O wilcoxon signed rank test testa os nossos valores contra uma mediana
estabelecida por nés, que era o 100% do controle. Ao trabalhar com a mediana,
nao estamos assumindo uma distribuicdo normal. Se o0 nosso conjunto de dados
se afasta o suficiente da mediana de 100% podemos supor que se trata de uma
outra populacéo, e que o tratamento funciona. Por ser um teste ndo paramétrico,

ele € menos potente, o que indica que nossos dados sao robustos.

Testes ndo paramétricos como este ndo aceitam n menor do que 5, de
modo que nosso dado de tratamento com Hop/STI1 em camundongos selvagens
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(fig. 25) ndo sofreu teste estatistico. Em todas as medidas a contagem ficou do
mesmo lado da mediana, de modo que muito provavelmente aumentando o n para

5 atingiremos significancia estatistica.
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RESULTADOS

1. Desenvolvimento e Hop/STI1

Verificamos por imunohistoquimica (Fig. 7A) e por western blot (Fig 7B) que
Hop/STI1 é expressa na retina de rato neonato. Utilizando um anticorpo policlonal
anti-STI1, fizemos uma imunohistoquimica para a proteina Hop/STI1 em retina de
rato P1 e comparamos por western blot a expressdo de Hop/STI1 em retina de
ratos neonatos e em ratos com 29 dias pés-natal (P29), momento em que a retina
se encontra em estagio maduro (fig 7B). Verificamos que Hop/STI1 é mais
expressa na retina em desenvolvimento do que no tecido adulto. O western blot
apresenta uma unica banda - que corresponde ao peso de 66 kDa - atestando a
especificidade deste anti-STI1, que sera utilizado em etapas posteriores do
trabalho.

A partir da evidéncia de uma maior expressao de Hop/STI1 durante este
periodo, exploramos o papel desta proteina na modulagdo de eventos de morte e

proliferacéo celular na retina.
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Figura 7:
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Figura 7: Expressao de Hop/STI1 na retina de rato. Em A imunohistoquimica
para Hop/STI1 em retina de rato neonato. Em B western blot tipico para a
proteina Hop/STI1 com extratos de proteina total de retinas de ratos neonatos e
com 29 dias apds o nascimento (PO e P29 respectivamente) e a densitometria
de dois experimentos independentes. Como controle de carregamento foi
utilizada marcacgao para a proteina constitutiva ERK2.
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2. Hop/STI1 e modulagdo da morte celular programada

2.1 Hop/STI1 e células pds-mitéticas indiferenciadas da retina:
2.1.1 Neuroprotecao na camada neuroblastica

Rehen e colaboradores demonstraram que o tratamento de explantes de
retina de ratos neonatos com o inibidor de sintese protéica anisomicina induz
morte celular em uma populagao especifica de células na camada neuroblastica
da retina, que haviam saido do ciclo celular mas ainda ndo haviam se diferenciado
(Rehen et al, 1999). Trabalhos do nosso grupo demonstraram que o tratamento
com Hop/STI1 era capaz de bloquear a morte celular induzida por anisomicina na
NBL, e que este efeito era dependente de PrP° (Zanata et al, 2002; Chiarini et al,
2002).

Para testar se a Hop/STI1 enddgena teria um papel na modulagdo da morte
celular programada, utilizamos um anticorpo policlonal dirigido a esta proteina
(anti-STI1, Bethyl). A incidéncia de morte celular foi analisada pela quantificacdo
de células com cromatina condensada apdés os diferentes tratamentos. O
tratamento de explantes de retina de ratos neonatos com anti-STI1 por 20 horas in
vitro n&o induziu morte celular na camada neuroblastica (fig. 8A-D e 9A). O
anticorpo anti-STI1 se mostrou neuroprotetor contra a morte celular induzida por
anisomicina na NBL (fig.8A-D e 9A). Nao foi encontrada diferenga significativa
entre o grupo controle e o com anti-STI1 na presenga de anisomicina.

Para confirmar o efeito de reducdo de morte celular pelo tratamento com
anti-STI1, utilizamos outro método de detecgdo de morte celular programada,

ensaio de fragmentacdo de DNA in situ — método de TUNEL (Fig.8E-H e 9B).Este
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método permite e visualizacdo de células com fragmentacdo de DNA,
caracteristica de morte celular por apoptose.
Este efeito foi especifico do anticorpo para Hop/STI1, uma vez que

tratamento com IgG purificada de soro ndo-imune nao bloqueou a morte celular na

NBL (Fig.9C).
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Figura 8:
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Figura 8: Anti-STI1 bloqueia a morte celular induzida por anisomicina na NBL.
Explantes de retina de ratos neonatos foram mantidos em cultura por 20h sob
diferentes tratamentos. Micrografias de cortes de explantes que sofreram coloragao por
vermelho neutro (A-D), reacdo de TUNEL (E-H e N) ou marcagcdo com dapi (I-M e O)
dos grupos controle (A, E e 1), anti-STI1 (B, F e J), Anisomicina (C, G e L) e
anisomicina + anti-STI1 (D, H e M). Controle negativo: N-O. Cabecas de seta pequenas
e grandes indicam células em degeneragado na GCL e NBL, respectivamente.
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Figura 9:
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Figura 9: Anti-STI1 bloqueia a morte celular induzida por anisomicina na NBL.
Explantes de retina de ratos neonatos foram mantidos em meio BME 5% soro por
20h sob agitac&o orbital na presenca ou auséncia de anisomicina 1ug/mL (ANI),
anti-STI1 0,0044mg/mL (anti-STI1) ou IgG purificada de soro nao-imune na
mesma concentragao (ndo-imune). A morte celular programada foi avaliada por
coloracao por vermelho neutro (A e C) ou ensaio de fragmentacdo de DNA in situ,
método de TUNEL (B). O teste estatistico utilizado em A foi Analise de variancia
univariada, seguido por comparagoes planejadas pelo teste de Tukey (*p<0,001;
n=7 em triplicata). (n=2 em triplicata em B e n=1 em triplicata em C).
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2.1.2 PrP® como possivel parceira de anti-STI1 na NBL

Para testar se o efeito de anti-STI1 envolve a interagdo Hop/STI1-PrP° - por
uma possivel otimizagdo da ligacdo entre as duas proteinas - utilizamos
camundongos C57/129 selvagens (wt) e nocaute para a proteina prion celular
(PrP%0),

Verificamos que anti-STI1 bloqueia a morte celular induzida por anisomicina
na NBL de camundongos (fig. 10A). Este bloqueio também ocorre em retinas de
camundongos que ndo expressam PrPC (fig. 10A), indicando que o efeito protetor
de anti-STI1 é independente da proteina prion celular. Todos os camundongos
utilizados foram genotipados por PCR, cujo produto da reagao é a amplificagdo de
uma banda de 1400pb para os camundongos nocautes e uma de 700pb para os
selvagens (fig. 10B, dados ndo mostrados). Nestes experimentos feitos com
retinas de camundongos, em fungdo de uma menor disponibilidade de animais, foi
utiizada uma maior concentragdo de anti-STI1 (0,0088mg/mL), porém a
concentragdo utilizada em ratos (0,0044mg/mL) também & protetora em
camundongos (dados n&do mostrados).

Tendo caracterizado que anti-STI1 bloqueia a morte das células da camada
neuroblastica induzida por anisomicina e que o faz de forma independente de

PrP°, investigamos as vias de transdugéo de sinal envolvidas nesta protecao.
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Figura 10:
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Figura 10: Anti-STI1 bloqueia a morte celular programada na NBL de forma
independente de PrP°. A: Explantes de retina de camundongos C57/129
selvagens (barras cinza) ou nocautes (barras brancas) para a proteina prion
celular foram fixados imediatamente apds axotomia (barras Oh.) ou mantidos em
meio BME 5% soro por 20h sob agitacdo orbital na presenga ou auséncia de
anisomicina 1ug/mL (ANI) ou anti-STI1 0,0088mg/mL (anti-STI1). A MCP foi
avaliada por coloragdo com vermelho neutro. O teste estatistico utilizado foi
Analise de variancia univariada, seguido por comparagdes planejadas pelo teste
de Tukey (**p<0,01 e *p<0,05; n=2 em triplicata). B: PCR tipico da genotipagem
dos camundongos do experimento. A banda de 1400pb €& correspondente a
amplificagdo do gene do animal nocaute para PrP® enquanto a banda de 700 pb
identifica o animal selvagem. Todos os animais foram genotipados.
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2.1.3 Anti-STI1 e vias de sinalizacdo na NBL

Como a via de AMPc/PKA é protetora nesta populagao celular e foi descrita
ativacdo desta via por Hop/STI1, investigamos se anti-STI1 modula a via de
AMPc/PKA. O tratamento com anti-STI1 por dez minutos ndo aumentou os niveis
intracelulares de AMPc. Por outro lado, o tratamento com ativador de adenilil
ciclase, forscolina a 10uM, utilizado como controle positivo do experimento,
aumentou os niveis intracelulares de AMPc em explantes de retina (Fig. 11A).
Além disso, Anti-STI1 bloqueou a morte celular induzida por anisomicina na NBL
na presenga do inibidor de proteina cinase A, Rp-cAMPS, (Fig. 11B),
demonstrando que esta via ndo é necessaria ao efeito neuroprotetor de anti-STI1.
Na presenca de Rp-cAMPS ndo houve alteragdo no quadro de morte celular
induzido por anisomicina (Fig. 11B). Experimentos realizados em paralelo no
laboratorio comprovaram que o inibidor estava funcionando neste periodo (Juliana
Adao, comunicagao pessoal).

Outra via de sinalizagao classicamente descrita como protetora no sistema
nervoso € a via de PI3K/PKB. Tratamento com LY294002 a 20uM por 20 horas
nao provoca morte das células da camada neuroblastica (Claudia Campos,
comunicagado pessoal; Fig.12). Apesar do inibidor ndo ter induzido morte em
trabalhos prévios do laboratério e em trés dos nossos quatro experimentos,
tivemos um experimento com alta taxa de morte, 0 que aumentou a barra de erro.
LY294002, no entanto, potencializa a morte celular causada por anisomicina (Fig.

12). Anti-STI1 é capaz de bloquear a morte celular mesmo com a via da PI3K
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inibida (Fig. 12). Este bloqueio, no entanto, ndo retorna o nivel de morte ao do
controle, sendo parcial.

Foi descrito envolvimento da via de PKC em um efeito de Hop/STI1
(Arantes et al, em preparagdo). Esta via de sinalizagdo esta envolvida na
modulagdo da sobrevivéncia em diversos modelos (para revisdo Gutcher et al,
2003). Para testar o envolvimento da via de PKC no efeito protetor de anti-STI1
utilizamos o inibidor de PKC cloreto de queleritrina.

A inibicdo de PKC nao alterou o quadro de morte celular induzido por
anisomicina (Fig.13). O bloqueio da morte celular induzido por anti-STI1 ocorre
mesmo quando a PKC esta inibida (Fig.13), mostrando que esta via ndo esta
envolvida nesta sinalizacdo. A atividade do inibidor foi confirmada por
experimentos feitos em paralelo no laboratério (Juliana Adao, comunicagao

pessoal).
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Figura 11:
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Figura 11: Anti-STI1 bloqueia a morte celular na NBL de forma independente de
AMPc/PKA. A: Dosagem de AMPc. Explantes de retina de ratos neonatos foram
mantidos em meio BME sem soro por 20 minutos na presenca do inibidor de
fosfodiesterase IBMX e tratados com anti-STI1 0,0044mg/mL ou o ativador de
adenilil ciclase forscolina 10uM por dez minutos. O teste estatistico utilizado foi
Analise de variancia univariada, seguido por comparag¢des planejadas pelo teste
de Dunnet (*p<0,01; n=4 em duplicata). B: Explantes de retina de ratos neonatos
foram mantidos em meio BME 5% de soro sob agitagdo orbital por 20h na
presencga ou auséncia de anisomicina 1ug/mL (ANI), anti-STI1 0,0044mg/mL ou do
inibidor de PKA Rp-cAMP 100uM. A morte celular programada foi avaliada por
coloracdo com vermelho neutro. O teste estatistico utilizado foi Analise de
variancia univariada, seguido por comparag¢des planejadas pelo teste de Tukey
(*p<0,001; n=3 em triplicata). O inibidor foi pré-incubado por 45 minutos.
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Figura 12:
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Figura 12: Anti-STI1 bloqueia a morte celular na NBL de forma independente de
PI3K. Explantes de retina de ratos neonatos foram mantidos em meio BME 5% de
soro sob agitagao orbital por 20h na presenga ou auséncia de anisomicina 1ug/mL
(ANI), anti-STI1 0,0044mg/mL ou do inibidor de PI3K LY294002 (LY) 20uM. A
morte celular programada foi avaliada por coloragcdo com vermelho neutro. (n=4
em triplicata). O inibidor foi pré-incubado por 30 minutos.
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Figura 13:
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Figura 13: Anti-STI1 bloqueia a morte celular na NBL de forma independente de
PKC. Explantes de retina de ratos neonatos foram mantidos em meio BME 5% de
soro sob agitagéo orbital por 20h na presenga ou auséncia de anisomicina 1ug/mL
(ANI), anti-STI1 0,0044mg/mL ou do inibidor de PKC cloreto de queleritrina (CQ)
1uM. A morte celular programada foi avaliada por coloragdo com vermelho neutro.
O teste estatistico utilizado foi Analise de varidncia univariada, seguido por
comparagoes planejadas pelo teste de Tukey (**p<0,001 n=3 em triplicata)
(*p<0,05 ctr x ani+anti-sti1). O inibidor foi pré-incubado por 30 minutos.

59



2.2. Hop/STI1 e células diferenciadas da retina

2.2.1 Hop/STI1 e anti-STI1 e células ganglionares

Para que a preparagéo dos explantes de retina seja feita, os olhos precisam
ser enucleados. Quando isto acontece € feito um corte no nervo optico, que
significa uma axotomia para as células ganglionares da retina. Esta axotomia
induz a morte destas células com um pico de morte atingido em 18 horas (Rehen
et al. 1993; Rehen et al, 1996; Chiarini, LB, tese de doutorado).

Hop/STI1 tem efeito protetor dependente de PrP® na camada neuroblastica
da retina (Zanata et al, 2002). O peptideo complementar, PrR, ndo teve efeito na
morte das células ganglionares da retina (Chiarini et al, 2002). Visto que na NBL
Hop/STI1 também medeia um efeito neuroprotetor independente de PrP°
testamos o efeito de Hop/STI1 e anti STI1 na modulagdo da sobrevivéncia das
células ganglionares. Para tal, escolhemos a concentracdo de 3uM, menor
concentracdo em que Hop/STI1 tem efeito protetor nas células pds-mitéticas
indiferenciadas. O tratamento de 20 horas com Hop/STI1 3uM nédo bloqueou a
morte das células ganglionares induzida por axotomia (Fig.14), sugerindo que esta
proteina ndo é protetora nesta populacao celular. O tratamento com o peptideo
PrR ou com o peptideo 230-245 de STI1 em diferentes concentragdes também

nao alterou o quadro de morte destas células (LB Chiarini, dados nao publicados).

Apods 20 horas in vitro, ha incidéncia de perfis condensados na camada de
células ganglionares, indicativo de células em degeneragao (Fig. 15A-B e 16A,
micrografias). Verificamos, através de analise de cortes de explantes corados com
sytox green, que o tratamento com o anticorpo contra Hop/STI1 (Anti-STI1 da
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Bethyl) por 20 horas in vitro reduziu a incidéncia destes perfis condensados (Fig.
16A, micrografias). A quantificacdo destes experimentos mostrou que anti-STI1
blogueou a morte das células ganglionares induzida por axotomia (Fig. 16A,
grafico). Realizamos ainda ensaio de fragmentagcdo de DNA in situ (método de
TUNEL) (Fig 15C-D e a quantificagdo em 16B) e verificamos uma menor
incidéncia de células com fragmentacdo de DNA na GCL de explantes tratados
com anti-STI1 em comparagao ao controle. Esta neuroprotecao foi especifica do
anti-STI1, uma vez que o tratamento com IgG purificada a partir do soro nao-
imune nao bloqueou a degeneragdo das células ganglionares induzida por

axotomia (Fig. 16C).

Figura 14:
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Figura 14: Hop/STI1 nao bloqueia a morte celular induzida por axotomia na GCL.
Explantes de retina de ratos neonatos foram tratados in vitro por 20h
imediatamente apds axotomia na presenga ou auséncia de Hop/STI1 3uM em
meio BME 5% de soro sob agitagdo orbital. A morte celular programada foi
avaliada por coloragao com vermelho neutro. O teste estatistico utilizado foi teste t
de Student pareado (p>0,05, n=3 em quintuplicata).

61



Figura 15:
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Figura 15: Anti-STI1 bloqueia a morte celular induzida por axotomia na GCL.
Explantes de retina de ratos neonatos foram tratados in vitro por 20h
imediatamente apds axotomia na presenca ou auséncia de anti-STI1
0,0044mg/mL em meio BME 5% de soro sob agitagdo orbital. Micrografias de
cortes de explantes que sofreram coloragao por vermelho neutro (A-B), reacao
de TUNEL (C-D e G) ou marcagédo com dapi (E-F e H) dos grupos controle (A,
C e E) e anti-STI1 (B, D e F). Controle negativo: G-H. As setas indicam células
ganglionares em degeneragao.
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Figura 16:
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Figura 16: Anti-STI1 bloqueia a morte celular induzida por axotomia na GCL.
Explantes de retina de ratos neonatos foram tratados in vitro por 20h
imediatamente apds axotomia na presenga ou auséncia de anti-STI1
0,0044mg/mL (A e B) ou IgG purificada de soro ndo-imune na mesma
concentracédo (C) em meio BME 5% de soro sob agitagcéo orbital. A morte celular
programada foi avaliada por coloragdo com vermelho neutro ou Sytox Green (A e
C) ou por ensaio de fragmentagcdo de DNA in situ, método de TUNEL (B). O teste
estatisco utilizado em A foi teste t de Student pareado (p<0,0001, n=11 em
triplicata). (n=3 em triplicata em B e n=1 em triplicata em C). Micrografias: camada
de células ganglionares marcada com Sitox Green Oh. e 20 horas ap6s axotomia
nas condi¢cées controle (CTR), e com anti-STI1. As setas indicam células com
cromatina condensada.
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2.2.2 PrP® como possivel parceira de Hop/STI1 na GCL

Testamos se o0 bloqueio da morte das células ganglionares por anti-STI1
envolve PrPC. Para tal utilizamos camundongos C57/129 selvagens e nocautes
para PrP°.

Verificamos que o tratamento com anti-STI1 bloqueou a morte das células
ganglionares induzida por axotomia nos camundongos de ambos gendétipos (Fig.
17), indicando que PrP® nao estd envolvida neste efeito protetor. Nestes
experimentos utilizamos uma concentragdo maior de anti-STI1 (0,0088mg/mL),
porém a concentragao utilizada em ratos (0,0044mg/mL) também é protetora em
camundongos na GCL (dados ndo mostrados). Todos os animais utilizados nestes

experimentos tiveram seu gendétipo confirmado por PCR (dados ndo mostrados).
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Figura 17: Anti-STI1 bloqueia a morte celular programada na GCL de forma
independente de PrPC. Explantes de retina de camundongos ¢57/129 selvagens
(barras cinza) ou nocautes (barras brancas) para a proteina prion celular foram
mantidos in vitro por 20h imediatamente apds axotomia na presenga ou auséncia
de anti-STI1 0,0088 mg/mL em meio BME 5% de soro sob agitagcéo orbital. A MCP
foi avaliada por coloracdo com vermelho neutro. O teste estatistico utilizado foi
Analise de variancia univariada, seguido por comparag¢des planejadas pelo teste
de Dunnet vs controle (*p<0,01; n=3 em triplicata).
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2.2.3 Anti-STI1 e vias de sinalizacdo na GCL

Testamos se o bloqueio da via de AMPc/PKA seria capaz de impedir o
efeito protetor do anticorpo. Para isso utilizamos o inibidor de PKA, Rp-cAMPS, na
concentragao de 100uM, que bloqueia o efeito protetor do peptideo 1 de Hop/STI1
contra a morte celular induzida por anisomicina na NBL (Chiarini et al, 2002) e o
de Hop/STI1 contra estaurosporina em culturas primarias de neurdnios
hipocampais (Lopes et al, 2005). A inibigdo de PKA nao induziu mais morte nas
células ganglionares (Fig. 18). O anticorpo anti-STI1 bloqueou a degeneragao na
GCL mesmo na presenca do inibidor de PKA Rp-cAMPS (Fig. 18).

A via de PI3K é a principal via de sobrevivéncia descrita para neurdnios.
Utilizamos o inibidor de PI3K, LY294002, para analisar se esta via estaria
envolvida no efeito de anti-STI1. O tratamento de 20 horas com LY294002, ndo
agrava o quadro de morte das células (Fig.19). O bloqueio da morte celular
induzido por anti-STI1 permaneceu, mesmo quando a PI3K estava inibida,
indicando que esta via ndo é necessaria para o efeito do anticorpo.

Para testar o envolvimento de MAPKs na sinalizacdo de anti-STI1
utilizamos dois inibidores de MEK, proteina que ativa ERK 1 e 2, U0126 e
PD98059. Ambos sao inibidores n&o-competitivos de MEK 1 e 2, sendo que
U0126 apresenta maior afinidade pela enzima (Favata et a, 1998). Nas faixas de
concentracao utilizadas estes inibidores nao interferem com a atividade de outras

cinases como PKC, JNK ou Raf (Favata et al, 1998).
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Verificamos que o bloqueio da ativagcao de ERK, no modelo de explante de
retina, ndo protege da morte celular causada pelo axotomia das células
ganglionares (Fig. 20). Anti-STI1 ndo tem seu efeito protetor perturbado pela
inibicdo da via de ERK (Fig. 20), mostrando sua independéncia desta via. Estes
inibidores atenuaram a morte celular induzida por anisomicina na NBL (dados n&o
mostrados), o0 que demonstra que estavam funcionando. Sua atividade também foi
confirmada em experimentos em paralelo no laboratério (ML Leal-Ferreira,
comunicagao pessoal).

Por fim, fomos testar a via da PKC, também descrita como responsavel por
mediar efeitos de Hop/STI1. Na literatura esta via esta envolvida em sinalizagao
protetora para estas células (dos Santos e de Araujo, 2000). Verificamos que o
bloqueio da via da PKC, no modelo de explante de retina, ndo é protetor (Fig. 21),

e que o efeito de anti-STI1 persistiu com a PKC inibida (Fig. 21).
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Figura 18:

60+

50+

40+

30+

204

10+

% perfis condensados na GCL

Figura 18: Anti-STI1 bloqueia a morte celular induzida por axotomia na GCL de
forma independente de AMPCc/PKA. Explantes de retina de ratos neonatos
imediatamente apos axotomia foram mantidos em meio BME 5% de soro sob
agitacao orbital por 20h na presencga ou auséncia de anti-STI1 0,0044mg/mL ou do
inibidor de PKA Rp-cAMP 100uM. A morte celular programada foi avaliada por
coloragcdo com vermelho neutro. O teste estatistico utilizado foi Analise de
variancia univariada, seguido por comparag¢des planejadas pelo teste de Tukey
(*p<0,001; n=4 em triplicata). O inibidor foi pré-incubado por 45 minutos.
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Figura 19:
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Figura 19: Anti-STI1 bloqueia a morte celular induzida por axotomia na GCL de
forma independente da via de PI3K/PKB. Explantes de retina de ratos neonatos
imediatamente apds axotomia foram mantidos em meio BME 5% de soro sob
agitacao orbital por 20h na presenca ou auséncia de anti-STI1 0,0044mg/mL ou do
inibidor de PI3K, LY294002 20uM (LY). A morte celular programada foi avaliada
por coloragdo com vermelho neutro. O teste estatistico utilizado foi Analise de
variancia univariada, seguido por comparag¢des planejadas pelo teste de Tukey
(*p<0,001; n=5 em triplicata). O inibidor foi pré-incubado por 30 minutos.

69



Figura 20:
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Figura 20: Anti-STI1 bloqueia a morte celular induzida por axotomia na GCL de
forma independente da via de MAPK. Explantes de retina de ratos neonatos
imediatamente apds axotomia foram mantidos em meio BME 5% de soro sob
agitacdo orbital por 20h na presenga ou auséncia de anti-STI1 0,0044mg/mL ou
dos inibidores de MEK, U0126 10uM (UQ) e PD98059 30uM (PD). A morte celular
programada foi avaliada por coloracdo com vermelho neutro. O teste estatistico
utilizado foi Analise de varidncia univariada, seguido por comparagdes planejadas
pelo teste de Tukey (*p<0,001; n=5 em triplicata). Os inibidores foram pré-
incubados por 30 minutos.
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Figura 21:
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Figura 21: Anti-STI1 bloqueia a morte celular induzida por axotomia na GCL de
forma independente da via de PKC. Explantes de retina de ratos neonatos
imediatamente apds axotomia foram mantidos em meio BME 5% de soro sob
agitacao orbital por 20h na presenca ou auséncia de anti-STI1 0,0044mg/mL ou do
inibidor de PKC, cloreto de queleritrina 1uM (CQ). A morte celular programada foi
avaliada por coloragdo com vermelho neutro. O teste estatistico utilizado foi
Analise de variancia univariada, seguido por comparag¢des planejadas pelo teste
de Tukey (*p<0,001; n=4 em triplicata). O inibidor foi pré-incubado por 30 minutos.
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3. Hop/STI1 e células proliferantes

3.1 Efeito de Hop/STI1 na modulagdo da proliferacdo celular na retina em
desenvolvimento

Njaine e Silveira estabeleceram no laboratério um protocolo de ensaio de
incorporacdo de timidina tritiada em explantes de retina (Njaine, B., tese de
mestrado). Utilizando uma versdo modificada deste protocolo, investigamos se
Hop/STI1 seria capaz de modular a proliferagéo celular no tecido retiniano.

Fizemos uma curva dose-resposta para Hop/STI1 com 6 ou 24 horas de
tratamento em retinas de rato P2 (fig. 22A e B). Verificamos que o tratamento com
Hop/STI1 por 24 horas tem efeito anti-proliferativo na retina de rato. Como a
concentragdo de 200nM ja havia atingido o efeito maximo na curva, escolhemos
esta concentragcido e o tempo de 24 horas para utilizar nos demais ensaios.

Verificamos que o tratamento de 200nM de Hop/STI1 por 24 horas reduz a
incorporagao de timidina tritiada em explantes de retina de ratos P2, e que este
efeito é estatisticamente significativo (fig. 23). Esta redugéo poderia ser resultado
de uma indugao de morte celular nas células proliferantes, o que reduziria seu
numero e, por consequéncia, a quantidade de timidina incorporada. Para excluir a
hipétese de um efeito toxico de Hop/STI1 e reforgar a idéia de que a redugdo na
incorporacao de timidina seria reflexo de uma diminuicdo na proliferacéo, fizemos
uma analise da morte celular no tecido.

A contagem de perfis condensados em cortes de explantes corados com a
anilina basica vermelho neutro demonstrou baixa taxa de morte celular resultante
deste protocolo (fig. 24). Nao houve diferenga significativa no numero de células

em degeneracao entre a condigdo controle e a tratada com 200nM de Hop/STI1
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(fig. 24), indicando que Hop/STI1 esta modulando a proliferacdo celular neste

modelo.
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Figura 22: Curva dose resposta de Hop/STI1 em 6 e 24 horas de tratamento.
Explantes de retina de ratos P2 foram mantidos em cultura em meio DMEM sem
soro em placa de 24 pogos por 6 (A) ou 24 horas (B) na presenga ou auséncia de
Hop/STI1 em diferentes concentragcdes e submetidos a ensaio de incorporagao de
timidina tritiada. (n=3 em triplicata).

73



Figura 23:
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Figura 23: STI1 tem efeito anti-proliferativo na retina em desenvolvimento.
Explantes de retina de ratos P2 foram mantidos em cultura em meio DMEM sem
soro em placa de 24 pocgos por 24 horas na presenca ou auséncia de Hop/STI1
200nM e submetidos a ensaio de incorporagao de timidina tritiada. O teste

estatistico utilizado foi Wilcoxon Signed Rank test para uma amostra (p<0,05; n=5
em triplicata).
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Figura 24:
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Figura 24: Hop/STI1 n&o induz morte celular com 24 horas de tratamento.
Explantes de retina de ratos P2 foram mantidos em cultura em meio DMEM sem
soro em placa de 24 pogos por 24 horas na presenga ou auséncia de Hop/STI1
200nM. Em A micrografias de cortes de explantes corados com vermelho neutro.
Em B a quantificacdo dos perfis condensado na NBL. O teste estatistico utilizado
foi teste t de Student pareado (p>0,05; n=5 em triplicata).
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3.2 PrP® como possivel parceira de Hop/STI1 no seu efeito anti-proliferativo na

retina

Para testar o envolvimento da proteina Prion Celular no efeito anti-
proliferativo de Hop/STI1 na retina utilizamos duas estratégias. A primeira foi a
producao de uma versao alterada de Hop/STI1 que n&o possui o sitio de ligagao a
PrP®, denominada Hop/STI122%2%5 A segunda foi a utilizacdo de camundongos
C57/129 selvagens (wt) e nocautes para a proteina prion celular (PrP%°).

Verificamos que o tratamento com Hop/STI12%%2% reduziu a incorporagao
de °H-timidina de forma idéntica a Hop/STI1 (fig. 25), sendo este dominio
desnecessario ao efeito anti-proliferativo da proteina. O tratamento com a proteina
deletada nao alterou o nivel basal de morte celular no tecido (fig. 26).

O tratamento com 200nM de Hop/STI1 em retinas de camundongos
C57/129 selvagens reduziu a incorporacdo de °H-timidina (Fig. 27A), o que
demonstra que Hop/STI1 tem efeito anti-proliferativo na retina de rato e de
camundongo. Hop/STI1 reduziu a proliferagdo em retinas de camundongos
nocaute para PrP°¢ (Fig. 27B), o que reforgca a observagao de que a proteina prion
celular ndo esta atuando como parceira de Hop/STI1 neste efeito. Todos os
animais tiveram seu gendétipo confirmado por PCR (dados ndo mostrados).

Analise de morte celular ndo mostrou diferenga entre o grupo tratado ou
ndo com Hop/STI1 em retinas de camundongos C57/129 wt ou PrP%° (Fig. 28A e

B), confirmando o efeito anti-proliferativo de Hop/STI1 na auséncia de PrPC.
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Figura 25:
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Figura 25: O dominio de ligagdo a PrP° ndo é necessario ao efeito anti-
proliferativo de Hop/STI1. Explantes de retina de ratos P2 foram mantidos em
cultura em meio DMEM sem soro em placa de 24 pogos por 24 horas na presenga
ou auséncia de Hop/STI1 200nM ou Hop/STI1 deletada para o dominio de ligagéo
a PrP® (STI122%2%5) 200nM e submetidos a ensaio de incorporacdo de timidina
tritiada. O teste estatistico utilizado foi teste t de Student n&o pareado (p>0,05
entre STI1 e STI122%924%; n=6 em triplicata).
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Figura 26:
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Figura 26: Tratamento com Hop/STI14%%?%* nao induz morte celular com 24 horas
de tratamento. Explantes de retina de ratos P2 foram mantidos em cultura em
meio DMEM sem soro em placa de 24 pogos por 24 horas na presenga ou
auséncia de Hop/STI1 200nM ou Hop/STI1 deletada para o dominio de ligagao a
PrP® (STI142%%-24%) 200nM A MCP foi avaliada por coloracdo com vermelho neutro.
O teste estatistico utilizado foi Analise de variancia univariada (p>0,05; n=5 em
triplicata para controle e STI1 e n=2 em triplicata para STI1423%24%),
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Figura 27:

>
w

wt

. Prpo°
£ o 100 g o 1001
2o ol

[ hE
58 =5

o

E 9 2o

@®© Em
?o 504 3
= a0 Ezg 50-
.'9% T o
ED E3
- o=
ng ng
5% o 5% o

C'i'R STI1 200nM C'?'R STI1 200nM

Figura 27: Hop/STI1 tem efeito anti-proliferativo independente de PrP°. A e B:
Explantes de retina de camundongos c57/129 selvagens (A) ou nocautes (B) para
a proteina prion celular foram mantidos em cultura em meio DMEM sem soro em
placa de 24 pocgos por 24 horas na presenca ou auséncia de Hop/STI1 200nM e
submetidos a ensaio de incorporagcao de timidina tritiada. O teste estatistico
utilizado foi Wilcoxon Signed Rank Test para uma amostra (n=4 em A e p<0,05,
n=5 em B).
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Figura 28: Tratamento por 24 horas com Hop/STI1 ndo induz morte celular em
retinas de camundongos ¢57/129. Explantes de retina de camundongos ¢c57/129
selvagens (A) ou nocautes (B) para a proteina prion celular foram mantidos em
cultura em meio DMEM sem soro em placa de 24 pocgos por 24 horas na presenca
ou auséncia de Hop/STI1 200nM. A MCP foi avaliada por coloragdo com vermelho
neutro. O teste estatistico utilizado foi teste t de Student pareado (p>0,05; n=3 em
triplicata para A e B).
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3.3 Anticorpo anti-STI1 e proliferagdo na retina de camundongos

Descrevemos que Hop/STI1 é mais expressa na retina em desenvolvimento
do que no tecido adulto, e que tem um papel na modulacao de eventos de morte
celular e de proliferagcao celular. Para testar se Hop/STI1 teria um efeito fisioldgico
na modulacao da proliferagao na retina em desenvolvimento utilizamos o anticorpo
policlonal anti-STI1 (Bethyl). Como nosso efeito era independente de PrPC,
testamos se o anticorpo bloquearia a agao basal de Hop/STI1 em camundongos
C57/129 selvagens e nocautes para PrP°.

Verificamos que o tratamento com anti-STI1 aumentou a incorporacédo de
3H-timidina em camundongos wt e PrP%° (fig. 29). Este dado sugere que anti-STI1
esteja bloqueando uma sinalizagdo enddégena de Hop/STI1. Observamos um
efeito maior de anti-STI1 nos camundongos nocautes do que nos selvagens. Um
maior numero de experimentos € necessario para verificar se esta diferenca é

verdadeira.
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Figura 29:
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Figura 29: Anti-STI1 aumenta a proliferagdo celular de forma independente de
PrP°. A e B: Explantes de retina de camundongos c57/129 selvagens (A) ou
nocautes (B) para a proteina prion celular foram mantidos em cultura em meio
DMEM sem soro em placa de 24 pocos por 24 horas na presenga ou auséncia de
anti-STI1 0,022mg/mL e submetidos a ensaio de incorporagéo de timidina tritiada.
(n=2em A e em B).
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DISCUSSAO

Neste trabalho, verificamos que a proteina Hop/STI1 esta presente na retina
de ratos neonatos e € mais expressa na retina em desenvolvimento do que no
tecido adulto. Verificamos que a morte celular programada nas camadas
neuroblastica e de células ganglionares pode ser modulada pelo anticorpo para
Hop/STI1. Este efeito neuroprotetor ocorre de forma independente da proteina
prion celular (PrP®) e das vias de AMPc/PKA, PI3K ou PKC. Verificamos também
que Hop/STI1 tem efeito anti-proliferativo, enquanto o anti-STI1 aumenta a
proliferacdo na retina em desenvolvimento. Além disso, descrevemos que o0s
efeitos de Hop/STI1 e de anti-STI1 na proliferagao celular sdo independentes da
proteina prion celular. Portanto, Hop/STI1, expressa na retina em
desenvolvimento, pode estar modulando tanto a morte celular programada quanto

a proliferagcéo que ocorre neste periodo.

A evidéncia de uma maior expressédo de Hop/STI1 na retina neonatal sugere
uma funcdo para esta proteina na modulagdo de eventos no desenvolvimento
retiniano, como proliferacdo e morte celular. Para investigar o papel de Hop/STI1
nestes eventos, utilizamos retinas de roedores (camundongos e ratos) neonatos
no modelo de explantes de retina in vitro. Este modelo permite uma investigacéo
de biologia celular mais coerente e proxima do fisioldgico, visto que os explantes
de retina in vitro mantém sua estrutura histotipica e se desenvolvem de maneira
semelhante a in vivo, porém submetidos a um meio controlado (Rehen et al, 1996;

Linden et al, 1999).
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1. Envolvimento de Hop/STI1 na modulacdo de morte celular programada
independente de PrP°®

A literatura que aborda uma funcdo extracelular de Hop/STI1 é muito
recente. Como explicado na introducdo, esta fungdo extracelular desta co-
chaperona foi identificada pela sua interagdo com a proteina prion celular na retina
em 2002 (Chiarini et al, 2002; Zanata et al, 2002).

Rehen e colaboradores estabeleceram em 1999 que o tratamento de
explantes de retina com o inibidor de sintese protéica anisomicina induz a morte
seletiva de uma subpopulacgao retiniana, de células pdés-mitéticas indiferenciadas.
Estudos do nosso grupo haviam identificado que o tratamento com Hop/STI1
diminui a morte destas células e que este efeito protetor de Hop/STI1 ocorre de
forma dependente da proteina prion celular (Zanata et al, 2002). Corroborando
estes dados, Lopes e colaboradores em 2005 verificaram que Hop/STI1 protege
neurdnios hipocampais em cultura da morte celular induzida por estaurosporina e
que este efeito protetor ¢ dependente de PrP° (Lopes et al, 2005). Além disso,
Flavia Lima descreveu que Hop/STI1 protege culturas de astrécitos da morte

celular induzida por estaurosporina (Lima F, comunicagao pessoal).

Em trabalho de 2005, Sakudo e colaboradores véem em linhagem neuronal
nula para PrP® que o tratamento com o peptideo 230-245 de STI1 ou o 113-128
de PrPC reduz a atividade superoxido dismutase da célula e induz morte celular de
forma dependente da proteina prion celular. Os dados deste trabalho sao de dificil
interpretacado, sendo o efeito dos peptideos na atividade superoxido dismutase
muito pequeno e a metodologia de analise de viabilidade celular utilizada no

trabalho pouco clara. Eles mostram, no entanto, que PrP® imunoprecipita com
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STIM nesta linhagem celular e que a privagao de soro gera um aumento na fragéao
citoplasmatica de STI1. Em funcdo destas colocacdes e do fato do efeito da
proteina Hop/STI1 ndo ter sido testado neste sistema, temos dificuldade de
encaixar os dados deste trabalho no quadro geral do que sabemos sobre as

funcdes extracelulares de Hop/STI1.

A partir dos trabalhos de Chiarini e de Zanata e colaboradores de 2002,
seguimos estudando a funcdo de Hop/STI1 na modulagdo da morte celular
induzida por anisomicina na NBL através de um anticorpo policlonal contra esta
proteina. Verificamos que o tratamento com anti-STI1 teve efeito protetor nesta

subpopulacgao retiniana, e que este efeito era independente de PrPC.

Estudamos também o papel de Hop/STI1 na modulagdo da morte celular
programada em outra populagao retiniana: de células ganglionares. O corte do
nervo Optico na preparagao dos explantes significa uma axotomia para as células
ganglionares, que morrem por falta de suporte trofico. Este modelo de indugéo de
morte das células ganglionares se aproxima muito de um modelo de morte celular
natural que ocorre no desenvolvimento, pois na retina de roedor P1 esta
populacao celular esta morrendo, por perda de uma sinalizagéo tréfica (Linden e

Reese, 2006).

Vimos que o tratamento com Hop/STI1 n&o bloqueia a morte das células
ganglionares induzida por axotomia. Tratamento com anti-STI1, no entanto, tem
efeito protetor sobre a morte destas células. Esta é a primeira indicacido de uma
modulagao por Hop/STI1 de um evento celular de células ganglionares da retina.

Verificamos que este efeito neuroprotetor de anti-STI1 é independente de PrPC.
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Nossos dados de morte celular de células pdés-mitéticas indiferenciadas e
de células ganglionares constituem o unico relato de uma modulagdo da morte
celular programada envolvendo Hop/STI1 que nao é dependente da proteina prion
celular.

2. Sinalizacéo e controle da morte celular programada na NBL por Hop/STI1

Nosso grupo havia descrito que a interagao entre PrR e PrP° ativa as vias
de AMPc/PKA e ERK na camada neuroblastica da retina (Chiarini et al, 2002).
Vimos que anti-STI1 tem efeito protetor sobre as mesmas células da retina. No
entanto, o efeito protetor de Anti-STI1 ocorre de forma independente de PrP°¢ e
n&o envolve a via de AMPc/PKA.

O tratamento com o inibidor de PKA, Rp-cAMPS, na concentragao que inibe
o efeito protetor de PrR (100uM), ndo alterou a neuroprotecéo induzida por anti-
STHM. Em experimento em paralelo foi visto que o Rp-cAMPS bloqueou o efeito
protetor de IL-4 em explantes de rato P6 (Juliana Ad&o, comunicagdo pessoal),
indicando que o inibidor estava funcionando.

O AMPc também exerce efeitos independentes de PKA. Ele se liga e
modula canais de membrana acoplados a nucleotideos ciclicos, canais catiénicos
que, por modular o fluxo de Ca**, Na* e K, influencia no equilibrio iénico e
sinalizagdes de morte celular (revisado por Kopperud et al, 2003). AMPc modula
diretamente um GTP-Exchange factor (GEF) para a GTPase Rap1, a proteina
Epac (de Rooij et al, 1998). Evidéncias apontam para efeitos desta modulagao em
vias de sobrevivéncia e morte. Rap1 aumenta a fosforilagdo de MAPK em
neurénios (Dugan et al, 1999) e a superexpressao de Epac em HEK293 induz

ativacao de PKB mediada por PI3K dependente de Rap1 (Mei et al, 2002).
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Embora o AMPc possa exercer efeitos independentes de PKA, nao
verificamos aumento nos niveis intracelulares de AMPc na retina apdés o
tratamento com anti-STI1. Realizamos dosagens dos niveis intracelulares de
AMPc pelo método de Gilman (Gilman, 1970) modificado por De Mello. Este ndo
€ 0 mesmo método utilizado nas dosagens feitas com PrR, que utilizaram um kit
nao radioativo ndao mais disponivel no mercado. O método utilizado por nds, no
entanto, € muito sensivel e foi utilizado em diversos trabalhos do grupo do
professor Fernando de Mello e pelo nosso (Kubrusly et al, 2005, Silveira et al,
2002). N6s ainda realizamos um experimento com o inibidor de adenilil ciclase
SQ22536 (Sigma), que também nado bloqueou o efeito de anti-STI1 (dados n&o
mostrados), reforcando a idéia que o efeito de anti-STI1 na NBL nao depende de
AMPc.

A via de PI3K/PKB é uma das vias protetoras no sistema nervoso mais bem
descritas na literatura, por ser a principal via ativada por neurotrofinas. Na retina,
Campos e colaboradores descreveram que esta via - e particularmente a
fosforilagdo de PKB - estda envolvida na protecdo de células da camada
neuroblastica da morte celular programada (Campos et al, 2003). N6s utilizamos o
inibidor de PI3K, LY294002, para testar o envolvimento da via de PI3K na
sinalizagao de anti-STI1. LY294002 é um inibidor competitivo do sitio de ligacéo a
ATP da PI3K (Walker et al, 2000) e na concentracdo utilizada nao inibe outras
cinases como PKA, PKC ou PI4K (Vlahos et al, 1994).

No tempo de 20 horas, LY a 20uM tem bloqueio consideravel de
fosforilagcdo de PKB mas nao induz morte celular na camada neuroblastica (CBL

Campos, tese de doutorado; fig. 12).
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O tratamento com LY294002 potencializa a morte celular induzida por
anisomicina na camada neuroblastica da retina. Este dado confirma que o inibidor
estava funcionando quando os experimentos foram realizados. Anti-STI1 reduz a
morte celular induzida por anisomicina mesmo na presenga do inibidor de PI3K.
Nao podemos afirmar ao certo quais células anti-STI1 esta protegendo, se as que
estavam morrendo pelo tratamento com anisomicina ou as células que, na
presenca de anisomicina, sucumbem pela inibicdo de PI3K. De qualquer forma,
observamos que anti-STI1 é capaz de promover prote¢cao na presenga do inibidor,
0 que indica que a via de PI3K nao é necessaria a neuroprote¢ao induzida por
anti-STI1.

Em trabalho feito em paralelo ao nosso, Camila Arantes e Flavia Lima
descreveram um efeito de Hop/STI1 dependente de PKC em cultura de astrocitos.
A via de PKC esta envolvida na sinalizagdo de morte celular, mas seu papel na
morte celular induzida por anisomicina na camada neuroblastica ndo € conhecido.
Utilizamos o inibidor de PKC cloreto de queleritrina para testar o envolvimento da
via de PKC na sinalizagdo de anti-STI1. Em experimento feito com o mesmo lote
de cloreto de queleritrina, esta concentracdo de CQ bloqueou a morte celular
induzida por acido ocadaico em retinas P6 (Juliana Adao, comunicagao pessoal).
O tratamento com 1uM de CQ néo alterou o quadro de morte induzido pelo
tratamento com anisomicina. Ele também n&o interferiu no bloqueio da morte

celular causado por anti-STI1.

Verificamos que anti-STI1 tem efeito protetor para as células pds-mitéticas
indiferenciadas da retina, e que este feito ndo envolve as vias de AMPc/PKA, PI3K

ou PKC. Visto que testamos as vias ja descritas como mediadoras da sinalizagao
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de Hop/STI1, nossos dados mostram que anti-STI1 esta protegendo as células da
camada neuroblastica por uma via ainda ndo descrita na literatura.

A via de ERK é pro-apoptética nas células pés-mitoticas indiferenciadas da
retina. Anti-STI1 poderia estar exercendo neuroprotecdo pelo bloqueio desta via
na camada neuroblastica. Pretendemos testar esta possibilidade fazendo western
blots para as formas fosforiladas de ERK1 e 2 na auséncia ou presenca de anti-
STI.

Campos e colaboradores demonstraram que o bloqueio da MAPK p38 é
protetor contra a morte celular induzida por anisomicina na camada neuroblastica
(Campos et al, 2006). Pretendemos testar se anti-STI1 estaria induzindo um

bloqueio indireto de p38 para proteger esta populagao celular.

3. Sinalizacao e Protecdo de células ganglionares por anti-STI1

Diferentemente das células pds-mitdticas indiferenciadas da NBL, o
tratamento com Hop/STI1 ndo bloqueia a morte das células ganglionares. A
populacdo de células ganglionares, além de estar em estagio de diferenciagéo
distinto das poés-mitdticas indiferenciadas, e possuir outros limiares de
sensibilidade a morte celular, ainda estd em um microambiente diverso do da NBL.
Um exemplo desta diferenga € a presenca de laminina.

PrP® se liga a laminina (Graner et al, 2000). Laminina esta presente na
retina, particularmente na sua membrana limitante interna, em contato com a
camada de células ganglionares (Linden et al, 1999). Desconhecemos se a
interacao de PrP°® e laminina poderia interferir na interagcao de PrP® com
Hop/STI1, impedindo-a ou modificando a sinalizacdo de Hop/STI1 com outros

ligantes pelo ‘sequestro’ de PrP°.
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Na retina, a ligagao STI1-PrP® induz ativacao das vias de PKA e ERK.
Mesmo que PrP° esteja conseguindo se ligar a Hop/STI1 na GCL e que esta
interacdo esteja induzindo as mesmas cascatas, ndo necessariamente isto
significaria protecao para as células ganglionares.

Em modelo de culturas purificadas de células ganglionares, Mayer-Franke e
colaboradores demonstraram um aumento na sobrevivéncia induzido pela
combinagao de fatores tréficos (BDNF, CTNF, IGF1) e aumento dos niveis
intracelulares de AMPc por tratamento com forscolina (Mayer-Franke et al, 1995).
No modelo de explantes de retina, entretanto, o aumento dos niveis de AMPc nao

€ capaz de reverter o quadro de morte induzido por axotomia (Rehen et al, 1996).

A via de ERK neste modelo também nado é protetora, uma vez que o
tratamento com os inibidores U0126 e PD98059 sozinhos n&o agravou o quadro
de morte. Sendo assim, é possivel que a interacdo STI1-PrPC esteja ocorrendo e
transduzindo sinal, mas que ndo vejamos um efeito porque esta sinalizagao néo é
protetora para estas células.

O tratamento com anti-STI1 bloqueou a morte induzida por axotomia das
células ganglionares. Fizemos analise de morte celular por dois métodos: analise
de condensagdo da cromatina (pela coloragdo com a anilina basica vermelho
neutro ou com o intercalante de DNA sytox green) e ensaio de fragmentacao de
DNA in situ (método de TUNEL), indicando que anti-STI1 bloqueia a MCP.

Consistente com as descri¢cdes da literatura de que a via de AMPc/PKA néao
€ protetora para as células ganglionares, a inibicdo de PKA com Rp-cAMPS néao

alterou o efeito neuroprotetor de anti-STI1 nestas células.
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A via de ERK1/2 favorece a morte celular induzida por anisomicina na NBL
(Chiarini et al, 2002). Nas células ganglionares, muito estudos descrevem a via de
ERK como protetora. Em culturas purificadas de células ganglionares, o
tratamento com o inibidor PD98059 reduz o efeito de sobrevivéncia induzido por
BDNF e forscolina (Meyer-Franke et al, 1998). Em ratos adultos, experimentos in
vivo por axotomia por lesdo do nervo optico demonstraram que BDNF tem efeito
protetor mediado pela via de MAPK (Nakazawa et al, 2002). A protecdo destas
células conferida por tratamento com estrogénio também é dependente de ERK
(Nakazawa et al, 2006).

Em estudo in vivo com camundongos transgénicos adultos foi verificado
que o aumento constitutivo da expressdo de VEGF (fator de crescimento
vasoendotelial) gera uma leve protecdo das células ganglionares da morte por
axotomia, dependente de ERK e PI3K - ja que PD98059 e LY294002 a bloqueiam
(Kilic et al, 2006). Em modelo de glaucoma (por dano ocular hipertensivo), a
transfecgdo por AAV de células ganglionares com gene para uma forma
constitutivamente ativa de MEK1 aumentou a sobrevivéncia destas células (Zhou
et al, 2005). No nosso modelo de explantes de retina, entretanto, a inibigdo da via
de ERK1/2 com os inibidores U0126 ou PD98059 ndo aumentou a morte destas
células (Fig.20). Anti-STI1 bloqueou a morte induzida por axotomia das células
ganglionares mesmo com a via da ERK inibida.

Havia sido verificada a dependéncia da via de PKC para o efeito anti-
proliferativo de Hop/STI1 em culturas de astrécitos (Arantes e Lima, em
preparagao). Na retina, a ativacdo de PKC protege as células ganglionares da
morte celular em culturas de retina de rato P1 (dos Santos e de Araujo, 2000).

Esta protecdo é bloqueada pelo inibidor de PKC cloreto de queleritrina (dos

90



Santos e de Araujo, 2000). O efeito protetor de anti-STI1 nas células ganglionares,
entretanto, ndo esta ocorrendo por ativagao de PKC, uma vez que ele ocorre na
presenca de cloreto de queleritrina.

Em experimentos de lesao do nervo 6ptico de ratos adultos, foi verificado
que o bloqueio da via de PI3K pelo inibidor LY294002 reduzia parcialmente o
efeito protetor de BDNF sobre as células ganglionares, demonstrando que esta via
€ protetora nestas células (Nakazawa et al, 2002). O estudo in vivo de Kilic e
colaboradores também havia descrito uma protecdo das células ganglionares

dependente de PI3K (Kilic et al, 2006).

Cheung e colaboradores mostraram, em hamsters adultos, que no periodo
de tempo entre a lesdo no nervo 6ptico e a morte das células ganglionares ocorria
uma ativagao de Akt, e que a diminuigdo desta ativagéo tinha correlagcdo com a
ativagdo de caspases 3 e 9 e com a morte destas células. De fato, a inibigcdo da
via de PI3K por injecdo com Wortmanin ou LY294002 antecipou a ativagédo de

caspases 3 e 9 e acelerou a morte das células ganglionares (Cheung et al, 2004).

No nosso modelo de explantes de retina de ratos P1 o tratamento com
LY294002 ndo agrava o quadro de morte induzido por axotomia. Vimos que o
efeito protetor de anti-STI1 na GCL ndo depende da via de PI3K.

O tratamento de explantes de retina com inibidores de caspase bloqueia a
morte das células ganglionares induzida por axotomia (LB Chiarini, comunicacéo
pessoal). Demonstramos que anti-STI1 reduziu o numero de células com
fragmentacdo de DNA, de modo que a sinalizagao por anti-STI1 deve envolver o

recrutamento de caspases.
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Trabalhos do laboratério abordaram alguns outros componentes da
sinalizagdo de morte na GCL. Petrs-Silva e colaboradores demonstraram uma
correlagao entre a morte de células ganglionares e a exclusédo nuclear do fator de
transcricdo Max (Petrs-Silva et al, 2004). A inducdo de expressao de Max (por
injecdo de adenovirus associado) resgatou as células da morte induzida por

axotomia (Petrs-Silva et al, 2005).

Correlagao semelhante foi verificada com o fator redox/endonuclease REF-
1, cuja degradacado precede os indicios de apoptose em células ganglionares
axotomizadas (Chiarini et al, 2000) e com o fator de transcrigdo ATF-2 (Vinicius
Ribas, monografia). ATF-2 é regulado pela via de JNK. O bloqueio de ativagao de
JNK protege as células ganglionares da morte celular por axotomia no nosso
modelo. Pretendemos testar se anti-STI1 estaria bloqueando a morte celular na
GCL pela inibicdo de JNK. Para isso, analisaremos se o tratamento com anti-STI1
altera a fosforilacdo de ATF-2, indicador da atividade de JNK. Também
pretendemos acompanhar a presenca e localizacdo de REF-1, ATF-2 e Max

durante este bloqueio da degeneragao das células ganglionares.

4. Hop/STI1 e modulacéo da proliferacdo na retina

Investigamos o papel de Hop/STI1 na modulagao da proliferagao celular na
retina em desenvolvimento. Vimos que Hop/STI1 tem efeito anti-proliferativo na
retina de ratos P2. Nesta idade a retina ainda possui altos niveis de proliferacéo

(Alexiades e Cepko, 1996).

Tratamento de 24h com Hop/STI1 nao induz morte celular no tecido e reduz

a proliferacdo de forma independente da proteina prion celular. Anti-STI1, por sua
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vez, aumenta a proliferacédo na retina de camundongos P1, também de forma
independente de PrP°, sugerindo que o anticorpo bloqueie uma funcédo anti-
proliferativa da Hop/STI1 enddgena.

Martins e colaboradores verificaram que o tratamento com glutamato tem
efeito anti-proliferativo na retina de rato neonato via receptor AMPA/kainato
(Martins et al, 2006). Neste trabalho, os autores verificaram que o glutamato
induzia uma saida precoce do ciclo celular dos progenitores retinianos. Pelos
nossos dados ndao podemos concluir que Hop/STI1 esteja fazendo o mesmo. Para
esclarecer isso, pretendemos fazer um experimento usando BrdU e timidina
tritiada com tempos diferentes de incubagdo para ver se Hop/STI1 induz uma
reducdo no numero de células duplamente marcadas, indicativo de células que
entraram novamente no ciclo celular.

O arresto ou uma saida do ciclo celular podem ser obtidos por muitas vias.
O controle da saida do ciclo é regulado principalmente por complexos ciclina-
CDKs e seus inibidores, CKils. Alteragdes nos niveis de expressdo de CDKs e de
CKls sdo mecanismos freqlentes de controle do ciclo. Martins e colaboradores
detectaram uma reducdo na fosforilagdo de cdk2 induzida por glutamato,
propondo um mecanismo pelo qual este neurotransmissor estaria induzindo a
saida precoce do ciclo pelos precursores retinianos (Martins et al, 2006).

Na retina, a CKI p57"? tem importante papel no controle da proliferagdo
celular. Uma parcela dos progenitores no periodo embrionario expressa p57%°
quando da saida do ciclo, no final de G1 ou em GO. Em idade pds-natal algumas
células voltam a apresentar imunorreatividade para p57<?, e esta marcagao
corresponde a células que irdo se diferenciar em uma subpopulacdo de células

amacrinas, indicando um papel de p57""? no controle de proliferagdo e
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diferenciagdo da célula, em estagios diferentes do desenvolvimento (Dyer e
Cepko, 2000).

A CKI p27?" também é um importante regulador da saida do ciclo celular
na retina. Dyer e Cepko verificaram que esta CKI tem sua expressdo aumentada
no final de G2 ou comego de G1 em grande parte das células que estdo saindo do
ciclo (Dyer e Cepko, 2001b). As células que expressam p57"*? nao sdo as
mesmas que expressam p27“"! de modo que a escolha entre uma CKI ou outra
pode influenciar no destino final da célula ou ja representar um comprometimento
com um caminho de diferenciagcéo especifico (Dyer e Cepko, 2000; Dyer e Cepko
2001b).

Dyer e Cepko sugerem que a saida do ciclo celular na retina envolveria
duas etapas: uma diminuicdo da expressao da principal ciclina D da retina durante
o desenvolvimento, ciclina D1, e o aumento da expressdo de uma CKI, p27"*" ou
p57"P2 (Dyer e Cepko, 2001a).

Estabelecendo a metodologia que utilizamos neste trabalho, Brian Njaine
descreveu um efeito anti-proliferativo do neuropeptideo ativador de adenilil ciclase
da pituitéaria (PACAP) na retina em desenvolvimento (B. Njaine, dissertacédo de
mestrado). Resultados preliminares indicam uma redugao de ciclina D1 e aumento
nos niveis de p27 induzidos pelo peptideo (B. Njaine, comunicagcdo pessoal).
Pretendemos investigar o mecanismo pelo qual Hop/STI1 esta exercendo seu
efeito anti-proliferativo na retina analisando os niveis de ciclina D1, p27 e p57 por
western blot.

Flavia Lima e Camila Arantes descreveram um efeito anti-proliferativo de
Hop/STI1 dependente de PKC em culturas de astrocitos (Arantes et al, em

preparagao). A ativacado de PKC tem efeito anti-proliferativo em culturas de retina
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de rato neonato (dos Santos et al, 2003). PKC regula o ciclo celular em diversos
modelos e por interacdo com diversos componentes do ciclo, incluindo inducao de
aumento de expressao de p27“*! e reducio dos niveis de ciclina D1 e de atividade
de cdk2 (Black, 2000). Iremos testar se esta via de sinalizagédo seria responsavel
por mediar o efeito anti-proliferativo de Hop/STI1 na retina em desenvolvimento.

O fato de Hop/STI1 ter efeito na diferenciagcdo celular em culturas de
hipocampo (Lopes et al, 2005) levanta a hipotese desta proteina também estar
atuando induzindo a diferenciagao celular na retina em desenvolvimento. Na idade
em que fizemos os experimentos, a génese de fotorreceptores seria a candidata
para sofrer esta modulagéo. Pretendemos verificar se Hop/STI1 estaria modulando
a diferenciacdo de fotorreceptores alterando a proporgcéo de tipos celulares na

retina.

5. Efeito de Hop/STI1 na proliferacdo na retina em desenvolvimento é

independente de PrP°®

Em artigo submetido em 2006, Erlich e colaboradores verificaram que o
tratamento com Hop/STI1 em linhagem de glioma A172 aumentava a proliferagcao
celular e que este efeito era mediado pelas vias de MAPK e PI3K. Este aumento
na proliferacdo nao foi mimetizado pelo peptideo 230-245, porém o tratamento
com Hop/STI1423%24% também n&o foi capaz de induzir aumento na incorporagao
de *H-timidina.

Este dado pode ser interpretado de duas formas. Na primeira, PrP® estaria
envolvida no sistema de sinalizacdo - uma vez que uma Hop/STI1 que nao

consegue se ligar a PrP® é incapaz de transduzir o sinal - mas n3o seria a Unica
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proteina necessaria a transdugao deste sinal, ja que a ligagao das duas proteinas
feita pelo peptideo é ineficaz. Em uma segunda interpretagao se conclui que néo é
a PrP® que é necessaria ao sistema, mas sim uma Hop/STI1 com estrutura
tridimensional intacta, uma vez que uma delecdo como a da sequéncia 230-245
pode alterar a conformagédo da proteina de modo a perturbar sua ligagdo com
quaisquer outros parceiros. Deste modo, o envolvimento da proteina prion celular

neste efeito ainda ndo esta esclarecido.

Em trabalho feito em paralelo ao nosso, Flavia Lima e Camila Arantes
descreveram um efeito anti-proliferativo do tratamento de Hop/STI1 em culturas de
astrécitos (F. Lima e C. Arantes, comunicacdo pessoal). Este efeito era
dependente de PKC e persistia em culturas de astrdcitos nocautes para PrP¢. O
trabalho de Lima e Arantes reforca, em conjunto com o nosso, a tese que
Hop/STI1 estaria modulando a proliferacdo celular nestes modelos de forma

independente de PrP®, através de um outro parceiro.

Outra informacéo importante € que a faixa de concentracao de Hop/STI1 na
modulacdo de proliferagdo celular € nanomolar nos trés modelos, de glioma,
cultura de astrdcitos e retina. A via de PKC, no entanto, nao foi testada no trabalho

de Erlich.
6. Vias de Sinalizacdo e Hop/STI1

O programa da morte das células pos-mitéticas indiferenciadas e das
células ganglionares é distinto em aspectos fundamentais, como dependéncia de
sintese protéica e envolvimento da via de AMPc/PKA. Nossos resultados sugerem
que uma mesma proteina esteja regulando a morte celular destas duas
populacdes. E a primeira vez no laboratério que encontramos uma ferramenta que
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module estes dois tipos de morte celular. Nossos dados ainda indicam que
Hop/STI1 modula a proliferacdo de outra subpopulagao retiniana, mostrando que
uma mesma proteina esta envolvida na regulagcao de eventos em trés populagdes

celulares distintas.

A menos que Hop/STI1 esteja modulando uma mesma cascata de
sinalizagdo — ainda nao descrita - que seja protetora para ambas populagbes
celulares e que promova um efeito na proliferagao celular, nossa melhor hipétese
€ que sinalizagbes diferentes estejam sendo mediadas por ligantes distintos de
Hop/STI1. Desconhecemos os possiveis ‘receptores’ de Hop/STI1. Desta forma,
ligagbes distintas poderiam ser ocasionadas pela diferenga de microambiente ao
qual as populacgdes celulares estao expostas, que camuflaria ou disponibilizaria
conjuntos especificos de ligantes. Sob outro ponto de vista, é possivel que a
maquinaria celular é que esteja variando e nao os ligantes disponiveis. Outra
alternativa € que o proprio estagio de desenvolvimento em que as células se
encontram determine o tipo de ligante que sera expresso, e portanto que vias de

transducéo distintas sejam ativadas pela mesma Hop/STI1.

7. Outros parceiros de Hop/STI1

Com relatos de efeitos de Hop/STI1 independentes de PrP°¢ emergindo,
buscamos na literatura possiveis ‘receptores’ para esta proteina. As principais
proteinas descritas como parceiras de Hop/STI1 na literatura sdo as chaperonas
Hsp90 e Hsp70. Existem alguns relatos de fungdo de chaperonas na modulagéo

da morte celular na retina, principalmente quanto as células ganglionares.
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A indugao de expresséo de Hsp27 por injegao de simvastatina em olhos de
rato submetidos a lesdo do nervo Optico aumenta a sobrevida de células
ganglionares (Kretz et al, 2006). Pacientes com glaucoma apresentam uma
elevagcao na expressao de Hsp60 e Hsp27, e o tratamento de retinas de rato com
anticorpos contra Hsp27 ou outras Hsps (oA ou aB-Cristalline) induz apoptose das
células ganglionares (Tezel et al, 2004 para revisdo). Mesmo um pouco
contraditorios, estes trabalhos mostram envolvimento de chaperonas intracelulares
na modulacdo da morte na GCL. Estes trabalhos, apesar de relevantes, n&o
oferecem uma explicacdo para o fenbmeno que observamos, uma vez que a
Hop/STI1 que estamos colocando no sistema esta no espacgo extracelular.

Existem descricbes de funcbes extracelulares para chaperonas.
Inicialmente se achava que a presenca de chaperonas no espaco extracelular era
resultado de necrose de células nas imediagcbes. Posteriormente, no entanto, foi
verificada presencga destas chaperonas em situagdes em que nao havia doenca.
Estresse por choque térmico induz aumento da secre¢do de Hsp72 em culturas de
célula, e estresse psicologico e exercicio fisico aumentam os niveis fisioldgicos de
Hsp72 circulante (Lancaster e Febraio, 2005). Evidéncias apontam para que essa
secrecao se dé por meio de exossomos (Lancaster e Febraio, 2005).

O tratamento com Hsp70 extracelular induz morte celular na linhagem
neuronal PC12 por um mecanismo que envolve fosfatidilserina (Arispe et al, 2004).
Curiosamente, co-tratamento de Hsp70 com ADP potencializa a toxicidade desta
chaperona, enquanto co-tratamento com ATP a atenua. A troca de ATP por ADP
modula a afinidade com que Hsp70 se liga a Hop (Bukau e Horwich, 1998), sendo

que Hsp70-ADP tem maior afinidade. Este dado sugere que a diferenga nos
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estados ATP ou ADP ligado seja um switch de parceiros de Hsp70 extracelular no
controle de uma sinalizacdo de morte, que pode até envolver Hop/STI1.

Hsp70 tem efeito imunoestimulatorio sobre células NK através de interagao
com o receptor CD94. Varios tratamentos anti-tumorais (como irradiagao gama e
inibidores de COX1 e 2) induzem um aumento na presengca de Hsp70 na
superficie de células cancerosas, aumentando a sensibilidade dos tumores a lise
por células NK (Radons e Multhoff, 2005).

Guzhova e colaboradores verificaram que a diferenciagdo induzida por
tratamento com PMA em linhagem de neuroblastoma LA -N-5 reduz a 10% a
expressdo de Hsp70, e as células diferenciadas sdo mais sensiveis a morte
celular por estresse de choque térmico (Guzhova et al, 2001). Esta consiste na
primeira descricdo de regulagdo de expressdo de Hsp70 com a diferenciagao.
Mesmo se tratando de uma linhagem, € interessante reparar o paralelo entre
regulagdo de expressao de uma chaperona e mudanga de sensibilidade a morte.
Seria interessante testarmos se ha variacdo de Hsp90 e 70 na retina no
desenvolvimento em relagdo ao tecido adulto.

Neste trabalho, os autores conferem resisténcia a estresse por choque
térmico e a morte celular induzida por estaurosporina a linhagem pela adigdo de
Hsp70 exdgena (Guzhova et al, 2001). Cerca de 40% da Hsp70 adicionada é
endocitada, e os autores acreditam que a mudanga na resisténcia a estresse seja
produto da incorporacdo desta Hsp70 exdgena ao pool citoplasmatico desta
chaperona.

No nosso laboratério, Tatiana Americo verificou o envolvimento de
endocitose na sinalizacdo de ERK mediada por Hop/STI1 em linhagem A172.

Mesmo supondo que nossa sinalizagdo seja modulada por endocitose, isso néo
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elucida o parceiro nem a via pela qual Hop/STI1 esta agindo para promover 0s
efeitos na morte ou na proliferacao celular descritos por nos.

Células vasculares de musculo liso secretam Hsp90a, e o tratamento com
Hsp90a exdgena nestas células induz ativacdo de ERK (Liao et al, 2000),
demonstrando que ndo s6 esta proteina esta presente no espacgo extracelular

como é capaz de transduzir sinal.

Hsp90 extracelular regula a invasividade de tumores, o processamento de
plasminogénio e processo de coagulagao (Eustace e Jay, 2004), faz parte de um
complexo receptor para resposta a LPS (Triantafilou e Triantafilou, 2002) e tem um
importante papel na apresentagdo de antigenos, particularmente em relagdo a
imunogenicidade de tumores (Basu e Srivastava, 2000).

Binder e colaboradores identificaram em 2000 um receptor para Hsp90
extracelular, CD91. Este receptor estda presente na membrana de células
apresentadoras de antigenos, onde se liga a hsp90 (e ao peptideo que ela
apresenta), é endocitado e a célula reapresenta o antigeno ligado a Hsp90 através
de MHC classe | levando a ativagcédo de linfécitos T CD8 (Binder et al, 2000).
Supomos que a sinalizagdo mediada por Hop/STI1 envolva um receptor de
membrana, que pode ou ndo se ligar a Hsp90, proteina pela qual Hop/STI1 tem
alta afinidade.

Anticorpos contra Hsps circulantes sao encontrados em situacoes
fisiolégicas normais em humanos. Estes anticorpos tém seu titulo aumentado em
situacbes de doencas autoimunes, cardiovasculares e infeccbes, estresses
ambientais, perda de audigéo e rejeicdo de érgaos transplantados (Wu e Tanguay,

2006). O significado da presenga destes anticorpos - se estdo contribuindo ou
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agravando as doengas nas quais estao presentes, se funcionam como indicadores
para diagndstico - ainda permanece obscuro. Estas observagdes reforgcam a idéia
de que as fungbes extracelulares de chaperonas ainda sdo muito mal
compreendidas, e que elas podem fazer parte de sistemas muito mais complexos
de regulagao da resposta imune e do controle de eventos celulares.

Ja foi detectada a presenca de Hop/STI1 em meio condicionado de glioma
(Erlich, tese de doutorado), de astrécitos (Martins, VR, dados nao publicados) e de
linhagem de fibrosarcoma (Eustace e Jay, 2004). Assim como para Hsp90 e
Hsp70, Hop n&o possui sinal para ser secretada, e a via e a regulagado desta
secrecao permanecem desconhecidas. Investigar a presengca de Hop/STI1 em

meio condicionado de retina € um passo futuro essencial para este trabalho.

Um grande esforgo esta sendo empreendido para desvendar as fungdes
extracelulares de Hop/STI1, que vao do desenvolvimento de um nocaute
condicional para Hop/STI1 (que deve ficar pronto nos préximos anos) a uma vasta

busca por parceiros desta proteina por apresentagao por bacteriéfagos.

A partir desta busca, que estd sendo conduzida por Magdesian e
colaboradores, foram produzidos peptideos que estdo sendo testados em efeitos
ja descritos de Hop/STI1 como ferramenta para identificar o parceiro em questéo.
Apesar destes resultados serem preliminares, oferecem uma perspectiva

promissora para a identificagao destes parceiros.

8. Um anticorpo como ferramenta
A utilizacdo do anticorpo anti-STI1 como ferramenta de estudo oferece
algumas limitagdes inerentes. Em primeiro lugar, é preciso saber se anti-STI1 esta

promovendo seus efeitos pela ligagdo a proteina Hop/STI1. Nisso surgem duas
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perguntas: se este efeito é especifico da imunoglobulina que reconhece Hop/STIA,
e nao fruto de uma contaminacdo com outra IgG; e se esta imunoglobulina contra
STI1 realmente se liga a Hop/STI1, e ndo a outra proteina qualquer.

Para responder a primeira pergunta foi feito o experimento com IgG
purificada de soro nao-imune. A falta de efeito de bloqueio de morte celular por
este tratamento sugere que os efeitos de anti-STI1 sejam especificos. Durante a
redacao desta dissertacdo pudemos ter acesso a um lote com o soro pré-imune do
coelho utilizado para fazer este anti-STI1. Uma vez que este soro contém todas as
outras IgGs a excecgao da de anti-STI1 ele representa um controle mais completo.
Pretendemos purificar a IgG e fazer este experimento o mais breve possivel.

Para responder a segunda pergunta, sobre a especificidade do anticorpo,
poderiam ser utilizadas estratégias experimentais para bloquear a expressao de
Hop/STI1 (Rhodes e Trimmer, 2006). At¢é o momento nédo existe descricdo na
literatura de utilizacdo de siRNA ou de animais nocaute para Hop/STI1, talvez por
esta proteina ter fungdes fundamentais na fisiologia celular. No entanto, temos
alguns dados que apontam na direcdo de uma acao especifica de anti-STI1.
Western blot com este anticorpo apresenta uma banda unica especifica, sem
marcacao difusa. Foi descrito por Lopes e colaboradores que Hop/STI1 induz
neuritogénese de neurdnios hipocampais em cultura (Lopes et al, 2005). O pré-
tratamento com anti-STI1 bloqueia o efeito neuritogénico de Hop/STI1 nestas
culturas de neurénios hipocampais (MH Lopes, comunicagdo pessoal). Nosso
dado de um efeito de anti-STI1 aumentando a proliferacdo celular enquanto o
tratamento com Hop/STI1 tem efeito anti-proliferativo também favorece esta idéia.

Apesar destes dados, ainda ndao podemos excluir a hipotese de que o

anticorpo esteja agindo por cross-linking. Suas cadeias de imunoglobulina
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poderiam estar permitindo interagbes cruzadas transdutoras de sinais
neuroprotetores ou proliferativos. Tratamentos com anticorpos monoclonais contra
a proteina prion celular provocam, por cross-linking, o recrutamento da tirosina
cinase Fyn em linhagem neuronal (Mouillet-Richard et al, 2000) ou a morte celular
em hipocampo e cerebelo de camundongos (Solforosi et al, 2004). Estes
experimentos demonstram que PrP¢ & capaz de transduzir estes sinais, mas
através de uma interagado que ndo mimetiza uma situagao fisiologica.

Nestes dois trabalhos o tratamento com os fragmentos Fab dos anticorpos
nao replicou os dados com os anticorpos inteiros. Pretendemos repetir nossos
experimentos utilizando fragmento Fab de anti-STI1 para determinar se nosso
efeito se da pela ligagdo aos dominios de hop/STI1 ou a interagbes nao
especificas com a porgao imunoglobulina do anticorpo.

Este anti-STI1 é policlonal, de modo que nao é possivel definir a qual
epitopo de Hop/STI1 o anticorpo esta se ligando nem garantir que € o mesmo
epitopo para todas as populacdes celulares que estudamos. E possivel que
nossos diferentes efeitos sejam fruto da acdo de diferentes fragdes do anti-STI1
em cada sub-populacéo retiniana.

Apesar destas colocacbes, o fato de anti-STI1 ter efeito oposto ao de
Hop/STI1 na proliferagao celular na retina em desenvolvimento, o de antagonizar o
efeito de Hop/STI1 em culturas de hipocampo e deste anticorpo ter uma marcagao
especifica no western blot sugerem que ele seja uma ferramenta valida para

estudar a modulacio de eventos celulares por Hop/STIN.
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9. Anti-STI1: agonista ou bloqueador?

Restam algumas hipéteses quanto a como anti-STI1 estaria interferindo na
sinalizagdo mediada por Hop/STI1 na retina em desenvolvimento. Como hipoteses
gerais, ele poderia ter um efeito agonista ou bloqueador.

A ligacao de anti-STI1 a dominios especificos de Hop/STI1 poderia ter acéo
agonista ao direcionar a ligagdo de Hop/STI1 a ligantes especificos. Uma
otimizagao de determinadas ligagdes pode ser obtida se dominios de ligantes
competidores forem encobertos. Pensando por este prisma, a sinalizagdo mediada
por Hop/STI1 seria um somatério dos sinais transduzidos por diferentes parceiros,
e o anti-STI1 estaria canalizando a sinalizagdo para uma via, ou ao menos
priorizando um sinal a ponto dele se tornar expressivo no balango da célula.
Alternativamente, como ja discutido, interagdes com novos ligantes podem surgir a
partir de cross linking.

Anti-STI1 poderia ter agdo bloqueadora, privando Hop/STI1 de seus
ligantes por se ligar a seus dominios de interagdo. A presenga de anti-STI1 geraria
uma diminuicdo na quantidade de Hop/STI1 disponivel para seus parceiros,
causando uma reduc¢ao na concentragao extracelular de Hop/STI1. Esta acao teria
algumas consequéncias na NBL, nas células ganglionares e nas células
proliferantes discutidas abaixo.

Na camada neuroblastica, as células em situagdo de estresse (pelo
tratamento com anisomicina) responderiam a Hop/STI1 de duas maneiras,
dependendo da concentragédo desta proteina. Em altas concentragbes (como é o
caso do tratamento com STI1 exdgena), STI1 se ligaria preferencialmente a PrP®,

blogueando a morte celular. Em concentragbes abaixo da fisiolégica
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(consequéncia do tratamento com anti-STI1, que estaria ‘sequestrando’ os
dominios de interagcédo de STI1 ao se ligar a ela), STI1 nao seria capaz de se ligar
a PrP® de forma a transduzir sinal, mas a ligacdo com outro ligante (X) de maior
afinidade estaria sinalizando para proteger as células, por outra via. Em faixas de
concentracdo intermediarias a estequiometria das maquinarias ativadas por Prp°
e X ou a interferéncia de sinais induzidos por outros ligantes de STI1 estariam
impedindo uma efetiva sinalizagao protetora.

Na GCL, a diminui¢do da concentracédo de STI1 disponivel (pelo tratamento
com o anticorpo) bloqueia a morte celular, o que gera a hipotese de que nesta
situacdo de axotomia STI1 estaria sinalizando para induzir morte celular. Apesar
de termos verificado uma tendéncia a inducido de morte no tratamento com
Hop/STI1, esta foi muito pequena. O tempo de 20 horas de tratamento esta muito
préximo do pico de morte das células ganglionares induzida por axotomia, o que
dificulta a observacdo de fenbmenos que aumentem a morte destas células.
Pretendemos fazer experimentos em tempos de incubacdo menores para verificar
se uma maior concentracdo de Hop/STI1 estaria aumentando a taxa de morte
destas células.

Nas células proliferantes, o tratamento com Hop/STI1 teve efeito anti-
proliferativo, enquanto anti-STI1 induziu proliferacdo. Este antagonismo sugere
que Hop/STI1 enddgena possuiria uma sinalizagdo anti-proliferativa basal, e anti-
STH, ao reduzir a quantidade de Hop/STI1 extracelular, estaria reduzindo este
‘freio’ gerando mais proliferagdo. Esta interpretagdo também contempla o fato do
efeito do tratamento com Hop/STI1 ndo ser muito expressivo, e de alcangar um

plateau com uma concentragédo baixa - de 200nM -; sugerindo que a sinalizagéo
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anti-proliferativa de Hop/STI1 nos niveis fisiolégicos estaria quase saturada, e um

tratamento com Hop/STI1 exdgena por consequléncia, seria pouco eficaz.

10. Hop/STI1 na retina em desenvolvimento

Dentre os dois paradigmas de indugao de morte celular que utilizamos, o da
GCL é o que mais se aproxima da morte que ocorre no desenvolvimento, uma vez
que estas células morrem durante este periodo pela perda de suporte tréfico. Ao
analisarmos em conjunto os dados da morte das células ganglionares e de
proliferacdo celular, podemos sugerir uma hipotese interessante (Figura 30).
Hop/STI1 em alta concentracdo tem efeito anti-proliferativo e tende a facilitar a
morte celular. Em baixa concentragao, no entanto, tem efeito de bloqueio da morte
celular e indugao de proliferacdo. Estes efeitos sdo coerentes com os sinais
necessarios a células em dois estagios diferentes de desenvolvimento: células que
estdo saindo do ciclo — que vao se diferenciar e tém alta probabilidade de morrer -
e neuroblastos que precisam continuar proliferando. Um gradiente de Hop/STI1,
portanto, poderia ser um dos controladores do switch entre estes dois estagios.

A variagcdo na quantidade de Hop/STI1 extracelular poderia ser resultante
de uma regulagédo na secre¢ao de Hop/STI1 por células da retina e da formagao
de gradientes desta proteina. Ou ainda, a variagéo na disponibilidade de Hop/STI1
extracelular poderia ser reflexo de uma interagdo com ligantes distintos e ser
definida pela expresséo diferencial de ligantes na membrana da célula.

Supondo uma situagéo fisiolégica em que tivéssemos uma concentragao
estavel de Hop/STI1 no tecido, células que expressem diferentes conjuntos de
ligantes ‘enxergardo’ a concentragdo extracelular de Hop/STI1 de maneiras

distintas. Estes diferentes conjuntos de ligantes poderiam ser determinados pelo
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estagio de desenvolvimento da célula. Isto forneceria um modelo de como
Hop/STI1 poderia estar regulando processos de morte e proliferagao celular em
diferentes populacdes celulares de acordo com seu estagio do desenvolvimento.
Nesta dissertacdo estudamos o papel da co-chaperona Hop/STI1 na
modulagdo de dois eventos celulares: morte celular programada e proliferacéo
celular. O estudo dos fatores intrinsecos e extrinsecos que regulam os eventos de
morte, diferenciacdo e morte celular no desenvolvimento é crucial para a
compreensao de como um tecido funcional é formado e para entender e
potencialmente tratar disturbios de desenvolvimento. Vimos que Hop/STI1 modula
morte celular e proliferagdo, eventos que ocorrem naturalmente durante o

desenvolvimento, época em que esta co-chaperona atinge seu pico de expressao.

Figura 30:

L 1 |
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Figura 30: Hipotese de como Hop/STI1 estaria agindo na retina em
desenvolvimento. Uma diferengca na concentracdo de Hop/STI1 extracelular
definiria o parceiro e a sinalizagcdo modulada pela proteina. Estagios diferentes de
comprometimento poderiam implicar diferentes sensibilidades das células aos
sinais extracelulares. Desta forma, variagcbes na quantidade de ligante de STI
disponivel ou do acoplamento funcional desta sinalizacdo em diferentes
populacdes celulares definiriam a responsividade a Hop/STI1. Este seria um
modelo para explicar a regulagao diferencial por Hop/STI1 destes eventos
celulares em populagdes celulares diferentes.
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CONCLUSOES:

Hop/STI1 esta presente na retina de ratos neonatos e € mais expressa na
retina em desenvolvimento do que no tecido adulto.

Anti-STI1 bloqueia a morte celular induzida por anisomicina na camada
neuroblastica da retina. Este bloqueio é independente da proteina prion
celular e ndo envolve as vias de AMPc/PKA, PI3K ou PKC.

Hop/STI1 nado bloqueia a morte das células ganglionares induzida por
axotomia.

Anti-STI1 tem efeito protetor sobre a morte das células ganglionares da
retina. Este efeito é independente de PrP® e das vias de AMPc/PKA, ERK,
PKC e PI3K.

Hop/STI1 tem efeito anti-proliferativo na retina em desenvolvimento.
Tratamento com anti-STI1 aumenta a proliferagcdo na retina. Os efeitos de
Hop/STI1 e de anti-STI1 na proliferacao celular sdo independentes de prion

celular.

Nosso modelo, diferentemente dos demais estudos sobre fungdes

extracelulares de Hop/STI1, se aproxima mais de elucidacdo de uma funcao

fisiologica de Hop/STI1 por lidar com eventos celulares que ocorrem naturalmente

durante o desenvolvimento. Desta forma, a proteina Hop/STI1 se apresenta como

potencial fator extrinseco de regulagdo de morte celular e proliferagédo na retina

em desenvolvimento, cuja regulacdo e mecanismo de agao precisam ser mais

estudados.
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