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RESUMO

Estudos prévios sugerem que a proteina do prion celular (PrP°) esta
envolvida com diversos eventos do desenvolvimento como crescimento
axonal, sinaptogénese, assim como proliferagdo, diferenciagdo e morte
celular. Ja foi descrito que PrP¢ participa em alguns destes eventos através
de sua interagdo com outras proteinas, como a proteina induzida por estresse
1 (Hop/STI1), que atua como um ligante de PrP°® na superficie celular,
promovendo neuritogénese. A partir destas evidéncias, procuramos investigar
0 papel destas proteinas na migracdo neuronal, um evento que pode ser
mediado pelos mesmos mecanismos celulares e moleculares de processos
de crescimento neuritico e direcionamento axonal. Analisamos
especificamente dois modos de migracdo celular tangencial: a migragéo de
interneurdnios originados do telencéfalo basal em periodos embrionarios e de
neuroblastos provenientes da zona subventricular (ZSV) pés-natal. Para
estudar a relevancia de PrP° nestes eventos migratérios, foram utilizadas
células obtidas a partir de camundongos nocautes para a PrP° , que foram
analisadas em modelos desenvolvidos in vitro, consistindo de co-culturas de
fatias organotipicas embrionérias, assim como explantes derivados da (ZSV)
p6s natal. Os resultados obtidos sugerem que a auséncia de PrP° ndo parece
afetar o comportamento migratério destas células, visto que o padrdo de
migracdo observado néo difere em relacdo ao que foi observado em células
de camundongos selvagens. Por outro lado, neuroblastos migratérios
desprovidos de PrP® mantém a expressdo de seu ligante, a co-chaperona
Hop/STI1. Tratamento com um anticorpo que reconhece de forma especifica
Hop/STI1 inibe a migragdo de neuroblastos em culturas de explantes de ZSV
obtidos a partir de animais selvagens e nocautes para PrP°, conforme pode
ser demonstrado através de alteragcdes no perimetro dos halos migratérios.
Estes resultados séo observados mesmo apoés a utilizagdo de anticorpos que
reconhecem especificamente o dominio de Hop/STI1 responsavel por sua
interagdo com PrP°, reforcando a hipétese dos efeitos observados serem
independentes de PrP°Através de andlises utilizando videomicroscopia de
tempo intervalado é possivel observar que o tratamento com anticorpo resulta
na diminui¢cdo da velocidade média das células migratérias, assim como no
colapso das cadeias de neuroblastos e na aquisicdo de uma organizagao
celular mais compacta no interior destas estruturas. Estes efeitos aparentam
ser resultado de um aumento nas adesdes intercelulares, conforme
averiguado pelo aumento da &rea dos agregados celulares em ensaios de
gotas suspensas. Estes resultados indicam que a proteina Hop/STI1 pode
desempenhar um papel importante na migragdo de neuroblastos da ZSV,
independente de sua interagdo com a proteina do prion celular.
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ABSTRACT

Previous studies have suggested that the cellular prion protein (PrP°) is
involved in developmental events such as axonal growth, synaptogenesis, cell
proliferation, differentiation and survival. PrP® can exert biological roles
through the interaction with several molecular partners. It is known that it acts
as a cell surface ligand for the co-chaperone stress inducible protein-1
(Hop/STI1) to induce neuritogenesis. Thus, we sought to investigate the role
of these proteins in neuronal migration, which shares several cellular and
molecular mechanisms with axon growth processes. We have focused on two
different modes of tangential cell migration: Interneuron migration from the
ventral telencephalon occurring during embryonic stages and postnatal
neuroblast migration from the subventricular zone (SVZ). In order to study the
relevance of PrP¢in these processes we developed in vitro models, consisting
of co-cultures of embryonic organotypical slices as well as explants derived
from postnatal SVZ, to analyze the behavior of migratory cells obtained from
PrP° knock-out mice. Our results suggest that the absence of PrP¢in these
cells does not interfere with their migratory capacity, since the migration
pattern observed is indistinguishable from the wild-type cells. However, the
same does not apply for Hop/STI1. This protein is expressed in migratory
neuroblasts from the SVZ even from mice lacking PrP¢. When SVZ explants,
from both wild-type and knock-out mice, are treated with an antibody that
recognizes STI1, neuroblast migration is inhibited as detected by migration
halo perimeter. Moreover, when an antibody against STI1 that specifically
recognizes its site of interaction with PrP¢ is applied to SVZ explants no effect
is produced, a further indication of the independent action of STI1. Using time-
lapse videomicroscopy analysis it is possible to observe that upon antibody
binding average migratory speed decreases, chains of neuroblasts tend to
collapse and cells within these chains are organized in a more compact
manner. These effects seem to be caused by an increase in cell-cell adhesion
since measures of cell aggregation capacity reveal that treatment with anti-
STI1 induces the formation of larger cell aggregates in hanging drop assays.
These results indicate that Hop/STI1 plays an important role in the regulation
of SVZ neuroblast migration which is independent of PrP¢ interaction.
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1 — Introducgéo

Este trabalho visa compreender a relevancia da proteina do prion e de
seu ligante Hop/STI1 na regulagdo da migragdo de células neurais, um
evento que ocorre durante o desenvolvimento do sistema nervoso central e
que persiste ao longo da vida de mamiferos em regides especificas do

prosencéfalo.

1.1 - Migracgéao radial de neurbnios e a ontogénese do cértex cerebral

A migracgéo celular € uma etapa crucial durante o desenvolvimento do
prosencéfalo. Para se tornarem funcionais no contexto do sistema nervoso
central, populacdes celulares inteiras devem se dispersar ao longo de
diferentes trajetos até atingirem os locais onde sofrerdo os processos de
diferenciagdo. De forma geral, esta dispersdo celular ocorre a partir de
regides que sdo caracterizadas como camadas germinativas. Durante a
formacdo do cortex cerebral a maioria dos neurbnios é gerada na zona
ventricular, uma camada germinativa primaria adjacente aos ventriculos
laterais, de onde migram em direcdo a placa cortical. As células que
proliferam na zona ventricular (ZV) da por¢do mais dorsal do telencéfalo se
caracterizam por exibir um padrdo de migracdo nuclear intercinética (Sauer,
1935), onde a posicao dos nucleos reflete o estagio do ciclo celular em que
estas células se encontram. Logo apds se tornarem pos-mitéticas estes
neurdnios migram radialmente em dire¢@o ao cortex cerebral amparados por

células de glia radial (Rakic, 1972). Estudos recentes (Noctor et al., 2001,



2002, Tamamaki et al., 2001) demonstraram que estas células gliais ndo
apenas servem de suporte para a migragao radial, mas seriam verdadeiras
células tronco neurais, responsaveis por gerar neurdnios que irdo migrar
sobre elas até a placa cortical (PC). As primeiras células pos-mitéticas do
neuroepitélio formam uma estrutura conhecida como pré-placa (comité
Bouder, 1970; Bystron et al., 2008). Em camundongos, a pré-placa existe até
o décimo terceiro dia de gestagdo embrionaria (E13), quando ela é dividida
por sucessivas ondas de neurdnios que migram radialmente, responsaveis
por gerar as futuras camadas corticais (Supeér et al., 1998). Apds esta divisao,
a pré-placa origina duas regides: a zona marginal e a subplaca. Uma das
caracteristicas da ontogénese do cortex cerebral de mamiferos consiste no
seu padréo de formagédo de camadas “de dentro para fora”. Ou seja, para se
estabelecer em suas respectivas camadas, neurénios que sédo gerados mais
tardiamente no desenvolvimento precisam migrar através de camadas de
células geradas mais precocemente (Angevine e Sidman, 1961) (Fig 1). Apos
0 seu estabelecimento definitivo no interior da placa cortical, os neurénios
provenientes da zona ventricular do telencéfalo dorsal de roedores atingem a
maturidade e se tornam primordialmente neurdnios piramidais excitatérios de

projecéo (Hatanaka, 2002; Gorski et al., 2002; Chan et al., 2001).
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Figura 1 - Os neurbnios excitatorios de projecdo do cortex cerebral migram
radialmente a partir da zona ventricular. O esquema representa diferentes
subpopulagdes de neurdnios migrando a partir da zona ventricular associados
a células de glia radial. Os neurdnios mais claros sdo os primeiros a serem
gerados e se estabelecem nas camadas mais profundas do cértex, enquanto
gue as populacbes geradas tardiamente (representados pelas cores mais
escuras) migram através das camadas previamente estabelecidas, formando
as camadas mais superficiais. Adaptado de Bielas et al., 2004.



1.2 - Migragao neuronal tangencial embrionéria

Existem ainda diferentes classes de neurdnios que habitam o cértex
maduro. Em humanos, 65 % dos interneurénios GABAérgicos sdo gerados
nos mesmo local dos neurdnios glutamatérgicos de projecdo, a zona
ventricular neocortical (Letinic et al., 2002). J& em muitas outras espécies,
incluindo roedores, estes mesmos interneurénios inibitérios GABAérgicos sao
inteiramente gerados no telencéfalo basal e de acordo com o periodo do
desenvolvimento embrionario analisado, a predominancia dos sitios de
origem destas células, assim como as rotas de migracéo percorridas variam
entre diferentes regides do subpalio (Marin e Rubenstein, 2001).

Em estagios mais precoces, correspondentes a 11,5 dias de gestacdo
(E 11,5), a migracdo neuronal é intensa a partir da eminéncia ganglionar
medial (EGM). As células geradas a partir desta regido migram em um plano
paralelo e adjacente & superficie pial, na area correspondente a pré-placa.
Ap6s a divisdo da mesma, os interneurdnios migratérios podem ser
detectados na zona marginal e subplaca/zona intermediaria (Lavdas et al.,
1999). Em E13,5, no auge da migragao tangencial, a EGM passa a ser o local
preponderante de origem dos interneurbnios, que migram através da zona
intermediaria e subplaca. Neste mesmo periodo, a eminéncia ganglionar
lateral (EGL) gera células exclusivamente para os bulbos olfatérios (Wichterle
et al., 2001). Por fim, em estigios mais tardios (E 15,5), ambas as
eminéncias, medial e lateral, se tornam as fontes dos interneurbnios
destinados ao cortex cerebral, que adotam como trajetos migratorios a zona

intermediaria e a zona subventricular (Anderson et al., 2001). Outros estudos



ainda destacam a migragdo proveniente da eminéncia ganglionar caudal
(ECG) em direcdo ao hipocampo e regides mais posteriores do cortex (Nery
et al., 2002; Yozu et al., 2005) (Fig 2).

Apb6s a sua entrada no cortex, uma subpopulacdo de células
proveniente da EGC continua migrando através da zona intermediaria até
atingir o hipocampo (Pleasure et al., 2000). Dentre 0os que permanecem no
cortex, alguns se difundem tangencialmente através da zona marginal,
enquanto que outros adotam trajetorias radiais ou obliquas (Fig 3). Estes
padrbes de migragdo intracortical permitiiam a ocupagdo de todas as
camadas corticais por parte destas ceélulas (Tanaka et al., 2003). Esta
invasdo de camadas esta longe de ser um processo aleatério, conforme ja
demonstrado, alguns destes interneurbnios que migram na zona marginal
seriam capazes de iniciar uma trajetéria descendente, invadindo a placa
cortical e se estabelecendo em camadas especificas. Curiosamente, assim
como visto para os neurbnios glutamatérgicos que migram radialmente,
interneurdnios gerados em periodos mais precoces tendem a ocupar
camadas mais profundas em relagéo aos que séo gerados mais tarde (Ang et
al., 2003). Deste modo, mesmo que sejam oriundos de sitios distintos,
neurdnios de projecdo e interneurdnios GABAérgicos contemporaneos
ocupam as mesmas camadas corticais e o padrdo de ocupagéo “de dentro
para fora”, seria adotado pelas duas popula¢cfes (Miller, 1985; Fairén et al.,
1986). Embora os mecanismos envolvidos neste estabelecimento em
camadas especificas ainda sejam pouco conhecidos, ja foi proposto que
interneurdnios que migram tangencialmente na zona intermediéria desceriam

em dire¢do a zona ventricular, aonde receberiam pistas acerca do seu



posicionamento laminar correto para entdo migrarem em direcdo a camada
que Ihes foi especificada (Nadarajah et al., 2002). Mais recentemente, foi
sugerido que a quimiocina CXCL12 desempenha um papel importante na
determinagdo da especificagdo laminar destes neurdnios, visto que sua
perturbacdo funcional modifica o padrdo de migracéo intracortical dos

interneurdnios GABAérgicos (Lopez-Bendito et al., 2008).
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Figura 2 — Alguns trajetos migratorios adotados por células derivadas das
eminéncias ganglionares. Em (A) e (B) cortes transversais demonstrando a
migracdo de interneurdnios para o cortex a partir das eminéncias medial,
lateral e caudal, respectivamente. Notar em (A) como alguns destes
interneurdnios continuam sua trajetéria pelo telencéfalo dorsal até atingirem o
hipocampo. Em (C) observa-se que a EGL gera populagbes celulares que
migram até o bulbo olfatério em periodos embrionéarios. LGE, eminéncia
ganglionar lateral; MGE, eminéncia ganglionar medial; CGE, eminéncia
ganglionar caudal; Ctx, cértex cerebral; HIP, hipocampo; OB, bulbo olfatério.
Adaptado de Cobin et al., 2001
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Figura 3 — Trajet6rias migratdrias intracorticais de interneurdnios provenientes
das eminéncias ganglionares. Predominantemente, as células migratérias
migram tangencialmente através da zona intermedidria e subventricular,
algumas células também podem ser observadas migrando na zona marginal.
Ao atingirem o cértex, estas células que adotavam trajetérias tangenciais,
defletem-se de forma radial ou obligua permitindo assim o seu
estabelecimento em camadas especificas do cortex. MZ, zona marginal; CP,
placa cortical ;IZ, zona intermediaria; SVZ, zona subventricular; VZ, zona
ventricular. Adaptado de Kriegstein e Noctor, 2004.



A segregacao dos sitios de origem das diferentes classes de neurbnios
€ um indicativo de que a heterogeneidade de populacdes neuronais seria
estabelecida em periodos que antecedem a sua chegada a placa cortical.
Esta hip6tese aparenta ser verdadeira se for considerado que além de serem
geradas em locais anatdomicos distintos, neurdnios excitatorios de projecéo e
interneurdnios ~ GABAérgicos  expressam  fatores de  transcricdo
caracteristicos. Alguns destes fatores de transcricdo presentes nas regides
de origem e também expressos pelos interneurénios, como Nkx2.1, Gsh 2 e
DIx1/2, estédo envolvidos em especificagéo regional e diferenciagéo celular no
telencéfalo basal e a sua auséncia, observada através da utilizacdo de
animais nocautes, reduzem drasticamente o numero de interneurdnios
GABAEérgicos no cortex (Sussel et al., 1999; Cobos et al., 2005, para revisao
Marin e Rubenstein, 2001).

Ao contrario da migracdo de neurdnios excitatorios, os interneurdnios
GABAérgicos ndo utilizam as células de glia radial como substrato para
auxiliar o seu deslocamento do telencéfalo basal até o cortex. Porém, a
relagdo entre estes interneurdnios e fibras de glia radial ja foi observada na
zona intermediaria (Polleux et al., 2002). Esta evidéncia aliada ao fato de que
a integridade da palicada de glia radial seria necesséria para um padréo de
distribuicdo normal dos interneurdnios no coértex (Poluch et al., 2007), indicam
que estas células gliais poderiam estar sendo utilizadas por estas ceélulas
como suportes na migragao intracortical.

Apesar da falta de uma comprovacgéo definitiva, evidéncias indicam
que estes interneurdnios GABAérgicos utilizariam um modo de migracao

axonofilico, onde axdnios do sistema cortico-fugal, as projecoes eferentes do



cortex, serviriam como substrato migratério no trajeto das eminéncias
ganglionares até o cortex (O’'Rourke et al., 1995; Denaxa et al., 2001). J&
foram descritas varias moléculas que poderiam contribuir de forma diferente
para a regulacdo deste modo de migracdo, sendo classificadas de acordo
com as fungdes desempenhadas. Desta forma, existem fatores motogénicos,
como o fator de crescimento de hepatécitos (HGF), fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF) e Neurotrofina 4 (NT4), que estimulam os
movimentos celulares (Brunstrom et al., 1997; Powell et al., 2001). Outras
moléculas forneceriam um substrato sobre o qual estes interneurdnios
migram. Acredita-se que este seja o caso da molécula de adesdo TAG-1,
presente na superficie dos axénios cortico-fugais (Denaxa et al., 2001). A
Ultima classe de moléculas mediadoras desta migragcdo atuaria sobre o
direcionamento destes interneurdnios. Ja foi descrita a expressao de fatores
no cortex como a proteina Neuregulina-1 e o fator neurotréfico derivado de
células gliais (GDNF) capazes de promover a quimioatragdo, assim como a
diferenciacé@o celular, apo6s a ligacdo aos seus respectivos receptores ErbB4
e GFRa1, presentes nos interneurdnios migratérios (Flames et al., 2004;
Pozas e lbanez, 2005). Proteinas como Slit e Semaforinas também se
encaixariam nesta categoria, sendo capazes de repelir estes interneurénios, o
que poderia auxiliar a sua saida do telencéfalo ventral, assim como impedir
que estas células percorram trajetérias errbneas (Zhu et al., 1999; Marin et

al., 2001).

10



1.3 - Migragao neuronal em periodos pds-natais.

A zona subventricular (ZSV) € uma camada germinativa secundaria,
que surge em periodos embrionérios tardios e de forma adjacente a zona
ventricular (ZV) (Smart e McSherry, 1982; Takahashi et al., 1995). Ainda na
embriogénese, foi demonstrado que a ZSV seria responsavel por gerar as
populagBes neuronais mais tardias do cortex cerebral, que se localizam nas
camadas mais superficiais (camadas II-1V) (Tarabykin et al., 2001). Ambas as
camadas germinativas sofrem mudangcas em periodos pos-natais. A ZV se
transforma em uma fina camada celular que margeia os ventriculos laterais,
conhecida como camada ependimaria (para revisdo, Brazel et al., 2003).
Apesar de também sofrer uma redugdo de tamanho, a ZSV ainda mantém a
atividade proliferativa e esta caracteristica perdura durante toda a vida,
conforme foi demonstrado no sistema nervoso de mamiferos. Porém, as
populagBes celulares migratorias que sdo originadas, assim como o0 seu
padrdo de migracdo também sofrem alteragbes na ZSV pds-natal.
Aparentemente, duas populagbes celulares, uma glial e outra neuronal,
migram a partir da zona subventricular pos-natal, os progenitores gliais da
ZSV migram radialmente para se estabelecer no cértex, corpo estriado e na
substancia branca, dando origem a astrécitos e oligodendrdcitos durante as
primeiras semanas pés-natais (Suzuki e Goldman, 2003). Por outro lado, os
precursores neuronais da ZSV migram a partir da porgdo mais anterior desta
camada germinativa por um trajeto definido como via migratéria rostral (RMS)
ou extensdo rostral da SVZ, até atingir os bulbos olfatérios, aonde estes

precursores, ou neuroblastos, irdo se diferenciar em interneurénios
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GABAEérgicos (Luskin, 1993). Uma dos tracos mais notaveis desta migracao
consiste na capacidade proliferativa que é mantida por estas células
migratérias durante o seu trajeto (Menezes et al., 1995). Outra caracteristica
gue diferencia esta migracdo, consiste no fato dos neuroblastos néo
utilizarem células de glia radial como suporte migratério. Pelo contrério, a
orientacdo desta migracdo é perpendicular a palicada de glia radial presente
no telencéfalo, por este motivo, de modo similar ao que ja foi descrito para a
migracdo neuronal a partir das eminéncia ganglionares, esta migragdo é

definida como tangencial (Fig 4 ).
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Neuroblastos ou neurénios imaturos
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K| Células periglomerulares
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Figura 4 — Esquema representativo ilustrando a trajetéria migratoria dos
neuroblastos da zona subventricular. Os neuroblastos migram a partir da
porcdo mais anterior da zona subventricular e percorrem a via migratoria
rostral até atingirem o interior dos bulbos olfatérios, aonde adotam um padréo
de migracdo radial e se diferenciam em células granulares e
periglomerulares. AOB, bulbo olfatério acessorio; cc, corpo caloso; Cx, cortex
cerebral Iv, ventriculo lateral; MOB, bulbo olfatério principal; St, corpo
estriado; Tu, tubérculo olfatério. Adaptado de Menezes et al., 2002.

13



O primeiro ponto de controvérsia em relacdo a migragéo celular a partir
da ZSV se refere ao questionamento acerca da compartimentalizagdo desta
camada germinativa. Inicialmente, acreditava-se que apenas a por¢do mais
anterior da ZSV pos-natal seria capaz de gerar neuroblastos que se
encaminhariam para os bulbos olfatérios (Luskin et al., 1993), enquanto que
as por¢cbes mais caudais gerariam as células de linhagem glial. Porém,
utilizando animais de idades similares (P0O-P3), Suzuki e Goldman
demonstraram a existéncia de células capazes de migrar pela RMS através
da aplicagcéo de retrovirus codificando a proteina de fluorescéncia verde ao
longo do eixo rostro-caudal da zona subventricular (Suzuki e Goldman, 2003).
Em animais adultos, outros trabalhos ja haviam demonstrado que as células
migratdrias também estdo presentes desde os niveis mais caudais da ZSV e
que sdo capazes de migrar em sentido rostral (Doetsch e Alvarez-Buylla,
1996).

O modo de migracdo destes neuroblastos também pode ser
considerado até hoje como controverso, devido a existéncia de dados
conflitantes na literatura. Alguns autores afirmam que desde estagios
embriondrios precoces (E15), que correspondem ao inicio do
desenvolvimento da via migratéria rostral, os neuroblastos j& migrariam
associados entre si, formando estruturas caracterizadas como cadeias
migratérias (Pencea e Luskin, 2003). No entanto, um estudo mais recente
indica que a formacdo destas estruturas sO ocorreria por volta da terceira
semana pos-natal (Peretto et al., 2005), mantendo esta organizacdo até a
vida adulta (Louis et al., 1996, Doetsch e Alvarez-Buylla, 1996). E

interessante observar que em modelos in vitro, neuroblastos da zona
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subventricular sdo capazes de formar cadeias migratérias desde idades pos-
natais bem precoces (Wichterle et al., 1997; Miyakoshi et al., 2001).

Existem também algumas discrepancias entre periodos pdés-natais
precoces e adultos em relagdo a presenca e o modo de organizacdo de
células gliais nas proximidades da via migratoria rostral, que podem refletir
diretamente sobre o modo de migracdo das células. Nas primeiras semanas
pds-natais, os corpos celulares das células de glia radial se acumulam na
fronteira entre a ZSV e a substancia branca e seus processos aparentam
envolver a por¢cdo mais anterior da ZSV, assim como a RMS (Alves et al.,
2002). De acordo com o trabalho de Peretto e colaboradores, a partir da
terceira semana pos-natal, coincidentemente com o surgimento das primeiras
cadeias migratorias, células de linhagem glial formariam estruturas tubulares,
caracterizadas como tuneis astrocitarios, ao redor dos neuroblastos (Peretto
et al., 2005), que persistiriam até a vida adulta (Louis et al., 1996).

Da mesma forma que as caracteristicas desta migracéo aparentam ser
moduladas de acordo com o amadurecimento da zona subventricular e da via
migratéria rostral, seria razoavel supor que alguns dos mecanismos
moleculares envolvidos nesta migracdo também sofram alteragdes no
decorrer do tempo, enquanto que outros possam atuar tanto em periodos
pds-natais precoces como na fase adulta. Esta hipotese € confirmada se
analisarmos alguns dos varios fatores descritos como mediadores desta
migragdo. Embora, alguns deles sejam expressos presumivelmente durante a
vida toda, outros supostamente agem em periodos especificos e poucas
moléculas tiveram seu padrdo de expressdo analisado ao longo do

amadurecimento da ZSV-RMS.
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Para compreender como toda a gama de moléculas descritas ao longo
dos ultimos anos pode modular esta migracdo convém classificd-las de
acordo com o papel desempenhado por cada uma delas. Para algumas
destas moléculas foi proposto um papel no direcionamento das células
migratérias originarias da ZSV. No interior dos bulbos olfatérios existem
proteinas difusiveis como a Netrina ( Murase et al., 2002), Procineticina (Ng
et al., 2005) e o fator neurotréfico derivado de glia (GDNF) (Paratcha et al.,
2006), que sao secretadas e agiriam como fatores quimioatrativos, enquanto
que no septo caudal a presenca das isoformas 1 e 2 da proteina Slit (Wu et
al., 1999; Nguyen-Ba-Charvet et al., 2007) exerce um papel quimiorepulsivo.
Foi sugerido ainda que o movimento dos cilios das células ependimarias,
responsaveis pelo fluxo do liquido cérebro-espinhal no interior dos ventriculos
laterais, seria importante no estabelecimento de um gradiente destes fatores
repulsivos (Sawamoto et al., 2006).

Além das pistas que auxiliariam no direcionamento dos neuroblastos,
outras moléculas, mediadoras de processos de interagdo e reconhecimento
celular, sdo necessérias para que esta migracdo ocorra de forma correta. A
isoforma da proteina NCAM que contém &cido polisidlico pode ser visualizada
desde periodos pés-natais bem precoces, onde conforme mencionado
anteriormente ainda existem controvérsias acerca da organiza¢cdo em cadeias
por parte dos neuroblastos, até a vida adulta. A PSA-NCAM foi implicada com
a regulagdo de processos de adesdo entre as ceélulas migratorias
(Tomasiewicz et al., 1993, Ono et al., 1994), assim como a interagao entre
estas células e o ambiente estacionario ao seu redor (Chazal et al., 2000). No

entanto, ao contrdrio do que se poderia supor, a auséncia de todas as
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isoformas de NCAM ndo causa a interrupgdo total da migracdo de
neuroblastos in vivo e in vitro (Chazal et al., 2000). Aparentemente, 0S
processos de formacdo das cadeias migratérias de neuroblastos é
dependente da presenca da sub-unidade (1 da integrina e de sua
consequente interagdo com a laminina. Esta mesma sub-unidade participa do
estabelecimento dos tldneis astrocitarios que envolvem as cadeias
(Belvindrah et al., 2007). Por sua vez, estas células gliais influenciam
diretamente esta migracdo, seja através da liberagdo de proteinas capazes
de induzir movimentos migratérios (Mason et al., 2001), ou ainda através da
incorporagédo do GABA liberado pelos neuroblastos, criando assim um
ambiente propicio para a migracdo destas células (Bolteus e Bordey, 2004).
Jé foi sugerido também um papel para gangliosideos (Miyakoshi et al., 2001)
e jungBes comunicantes (Marins et al., 2008) nesta migracdo, porém ainda
sdo desconhecidos os mecanismos de agéo desencadeados pelos mesmos.
O modo de migragcao dos neuroblastos sofre alteragdes no interior dos
bulbos olfatérios. As células que antes migravam associadas
tangencialmente, formando cadeias, passam a se locomover individualmente
em uma trajetéria radial em diregcdo as camadas mais superficiais do bulbo
olfatério, onde irdo se diferenciar em células glomerulares e granulares.
Moléculas de matriz extracelular como a Reelina (Hack et al., 2002) e a
Tenascina-R (Saghatelyan et al., 2004) sdo algumas das moléculas
presentes nos bulbos olfatérios capazes de induzir a dissociagdo dos
neuroblastos migratérios de suas cadeias. Uma vez individualizados, os
neuroblastos utilizariam vasos sanguineos do bulbo olfatério como suporte

para a migracao radial (Bovetti et al., 2007).
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1.4 - A proteina do prion celular

De modo geral, a proteina do prion celular (PrP) se encontra inserida
nas membranas plasmaticas através de uma  ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Stahl et al., 1987) e apesar de estar presente de
forma abundante no sistema nervoso , ha indicios de sua expressdo no
sangue, em componentes do sistema imune e em Varios outros orgaos
(Linden et al., 2008). Uma de suas propriedades mais notaveis consiste na
capacidade de sofrer uma mutagdo conformacional, gerando assim uma
isoforma denominada como Scrapie (PrP*°). A formacéo de PrP* decorre de
uma modificacdo no nivel estrutural secundario da proteina do prion,
basicamente uma diminuicdo no numero de alfa-hélices e um aumento no
namero de folhas beta-pregueadas (Caughey et al., 1991). Esta isoforma por
sua vez, é o0 agente etiolégico causador das encéfalopatias espongiformes
transmissiveis (EST), caracterizadas como as doencas de prion (Prusiner,
1982). Apdés a comprovacédo de que a mudanca conformacional de PrP°¢ é
responsavel direta pelo desenvolvimento das EST, surgiram questionamentos
se estas patologias seriam consequéncia de um ganho ou de uma perda de
funcdo por parte da proteina modificada. A primeira hipotese sugere que o
acumulo de PrP* que ocorre no encéfalo, gerando agregados protéicos
altamente resistentes a acdo de proteases (Ross et al.,, 2004), é a etapa
determinante para o desenvolvimento do processo neurodegenerativo, Vvisto
que a toxicidade de PrP* foi sugerida em estudos in vivo e in vitro (Collins et
al.,, 2004). Por sua vez, esta mesma teoria pode ser refutada por evidéncias

demonstrando que a isoforma scrapie sé € capaz de exercer seus efeitos
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danosos na presenga de PrP® (Brandner et al., 1996). Além disso, modelos
vigentes propdem que o PrP° enddégeno é convertido em PrP*, e esta
mudancga conformacional da proteina acarreta na perda de sua fungcédo. A
hip6tese de perda de fungdo carece exatamente em propor quais destas
fungcdes sdo comprometidas apoOs esta modificacdo estrutural, visto que
apesar do crescente numero de trabalhos comprometidos a investigar a
importancia de PrP® no organismo, um parecer definitivo acerca do seu exato

papel biolégico ainda néo foi atingido.

1.5 - Func®es fisioldgicas da proteina do prion celular.

A utilizacdo de animais nocaute tem se demonstrado util para
investigar o papel de determinadas proteinas, seja no decorrer do
desenvolvimento ou no organismo maduro. Os resultados obtidos a partir da
andlise de diferentes linhagens de camundongos nocautes para a proteina do
prion celular podem ser considerados controversos, visto que em algumas
linhagens, como a Zurich I, ndo foram detectadas alteracfes drasticas na
estrutura do encéfalo, assim como no padrdo de maturacao de componentes
do sistema imune. Testes comportamentais nestes animais realizados até os
7 meses de idade também nédo indicam anormalidades (Bueler et al., 1992).
Ja em algumas linhagens desenvolvidas posteriormente, foram observados
indicios de neurodegeneracéo no cerebelo, mais especificamente em células
de Purkinje (Sakaguchi et al., 1996). Porém, o fendtipo neurodegenerativo
detectado nestas linhagens ndo é consequiéncia da auséncia da proteina do

prion, mas de um efeito citotoxico causado pelo aumento da expressdo da
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proteina Doppel e ndo pela auséncia direta de PrP® (Moore et al., 1999).
Contudo, outros estudos em que foram utilizados camundongos da linhagem
Zurich | relataram diferengas, sobretudo comportamentais, observadas entre
animais nocautes e selvagens. Dentre algumas hipdteses levantadas, foi
sugerida uma acdo de PrP° sobre niveis de ansiedade (Nico et al., 2005), o
ciclo-circadiano (Tobler et al., 1996) e na retengcdo de memoria (Nishida et al.,
1997; Coitinho et al., 2007).

Dentro do contexto do sistema nervoso, baseando-se em observacdes
da expressdo de PrP° nos terminais pré e pds sinapticos e tendo em vista a
sua capacidade de ligacdo com o cobre (Brown et al., 1997), foi proposto um
papel de PrP° na regulagédo da fungdo sinaptica. Os niveis de expresséo de
PrP° em neur6nios parecem ainda estar relacionados diretamente com o seu
grau de diferenciagéo, conforme foi demonstrado através da co-expressao de
PrP® com marcadores especificos de diferenciacdo neuronal in vivo e in vitro

(Steele et al., 2006).

1.6 - A proteina do Prion celular e migrac@o neuronal

Apesar de sua expressao bastante generalizada no encéfalo adulto, ao
longo do desenvolvimento, o padrdo de expressdo espago-temporal de PrP°
pode ser um indicativo de uma funcdo especifica desta proteina durante a
embriogénese. A detecgdo de PrP® em embriGes de camundongos é possivel
a partir de 13,5 dias embrionéarios (Manson et al., 1992), periodo que coincide
exatamente com o pico da migracdo de interneurénios GABAérgicos do

telencéfalo ventral em dire¢do ao cortex cerebral. Além do mais, algumas
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linhagens de camundongos nocautes para PrP® sdo mais suscetiveis a
inducdo de epilepsia (Walz et al., 1999), fato que poderia ser justificado pela
auséncia de neurbnios GABAérgicos no cortex, consequéncia de uma
migragao deficiente.

Em trabalhos prévios, PrP® foi caracterizada como uma proteina
localizada em microdominios de membrana plasmética, as chamadas balsas
lipidicas (do inglés, lipid rafts, Nasvalsky et al., 1997). Esta condi¢do permite
que PrP° possua a propriedade de agir como uma molécula de
reconhecimento, sendo capaz de interagir com varias outras moléculas.
Embora ainda ndo existam dados concretos indicando que PrP¢ possa mediar
processos de migragdo neuronal, sua interacdo com moléculas de matriz
extracelular e as consequéncias funcionais destas interagbes podem ser
indicios de uma participacgéo ativa de PrP® em fendmenos migratérios.

Ja foram descritas interages de PrP® com o precursor de receptores
de laminina de 37 kDa e sua isoforma madura de 67 kDa (Gauczynski et al.,
2001). Além de interagir com estes receptores, PrP° atua também como um
receptor de alta afinidade para a propria laminina e esta ligacdo é importante
para mediar crescimento neuritico em culturas de células hipocampais
(Graner et al., 2000). A regulacdo de crescimento neuritico também é
dependente de interagbes entre PrP® e a proteina de adesdo NCAM
(Santuccione et al., 2005). Estes estudos comprovam que PrP° possui a
capacidade de interagir com moléculas que ja& foram implicadas com
processos de migragao neuronal.

Tendo em vista que algumas moléculas de reconhecimento podem

modular tanto o direcionamento axonal como a migragéo neuronal (Maness et
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al., 2007), é possivel propor que a proteina do Prion esteja exercendo esta
dupla funcdo, pois h& evidéncias de sua expressdo em axdnios em
crescimento durante o desenvolvimento e na vida adulta (Sales et al., 1998 e
2002). Mais recentemente, um trabalho deste mesmo grupo correlaciona o
aumento de expressdo de PrP° com a regeneragdo axonal em modelo de
esmagamento de nervo ciético (Moya et al., 2005). De forma similar, um
modelo semelhante a este foi usado para demonstrar o papel do
Gangliosideo 9-O-acetil GD3, um glicolipideo de reconhecida importancia em
eventos de migragdo neuronal radial (Santiago et al., 2001 e 2004) e
tangencial (Miyakoshi et al., 2001), no crescimento de axdnios poés-leséo
(Ribeiro-Resende et al., 2007).

Recentemente, nossos colaboradores mostraram em cortes
histolégicos de cérebros de hamster, que o padrdo de expressdo espaco-
temporal de PrP¢ corresponde ao fluxo migratério de interneurdnios
GABAérgicos em direcdo ao cortex cerebral (Costa et al.,, dados néo
publicados). Estes resultados sdo as primeiras evidéncias diretas de que a
proteina do prion pode estar envolvida com migragdo neuronal durante o

desenvolvimento do coértex.

1.7 - Proteina induzida por estresse (Hop/STI1)

Chaperonas s&o proteinas essenciais para o funcionamento da

maquinaria celular, pois sdo responsaveis diretas pelo enovelamento correto

e a manutencdo de proteinas em uma conformagdo nativa, seja sob

condi¢cdes normais ou de estresse celular. As proteinas de choque térmico
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(HSP, do inglés, heat shock proteins) sédo chaperonas cuja atividade depende
da capacidade de ligar e hidrolisar ATP, assim como a sua associagao com
co-chaperonas (Young et al., 2004).

A proteina induzida por estresse (STI1, do inglés, stress inducible
protein-1) foi identificada como uma co-chaperona pela primeira vez em
leveduras (Nicolet et al., 1989), devido a sua capacidade de se ligar e
modular a atividade de chaperonas como Hsp70 e Hsp90 (do inglés heat-
shock protein 70 e heat shock protein 90, respectivamente) (Chang et al.,
1997). Posteriormente, homoélogos de STI1 foram descritos em vegetais
(Zhang et al., 2003), insetos (Adams et al., 2001) e mamiferos (Honore et al.,
1992; Blatch et al., 1997; Demand et al., 1998). Estes homologos diferem
entre si em algumas caracteristicas funcionais, sendo classificados assim de
acordo com o sistema em que atuam, YSTI1 em leveduras, STI1 vegetal e
STI1 animal, que também é conhecida como Hop (do inglés, heat-shock
organizing protein) (Honore et al., 1992; Smith et al., 1993; Blatch et al.,
1997). A STI1 animal € o foco deste estudo e ao longo deste texto sera
referida como Hop/STI1.

A proteina Hop/STI1 tem um peso molecular de aproximadamente 66
kda e em sua estrutura podem ser observados 3 dominios tetratricopeptideos
repetidos (TPR), que sao classificados como TPR1l, TPR2 e TPR2B
(Odunuga et al., 2004). Estes dominios definem a func&o principal desta
proteina, pois é atraves deles que Hop/STI1 é capaz de se ligar & Hsp70 e
Hsp90. Embora Hop/STI1 tenha sido descrita inicialmente como um fator
capaz de estimular a dissociagdo de HSP70 com ADP, assim como sua

capacidade de hidrolisar ATP (Gross et al.,, 1996), estudos posteriores
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indicaram que ao contrario do que ocorre no sistema de leveduras
(Prodromou et al.,, 1999; Wegele et al., 2003) Hop/STI1 ndo regularia a
funcéo ATPase de Hsp70 e Hsp90 (Wegele et al., 2003; Wegele et al., 2006).
Foi sugerido entdo que Hop/STI1 exerceria um papel de “ligador passivo”,
sendo um dos elementos responsaveis na formacdo de um heterocomplexo
de chaperonas moleculares (HCM). A importancia destes heterocomplexos
foi analisada de forma mais ampla no processo de maturagcéo de receptores
de horménios esterbides, mais especificamente o0s receptores de
glicocorticéides e progesterona. O estabelecimento dos heterocomplexos
ocorreria em diferentes etapas e seria dependente da agdo conjunta das
proteinas Hsp90, Hsp70, Hsp40, Hop/STI1 e P23 (Dittmar et al., 1998;
Kosano et al., 1998). Algumas destas proteinas, como Hop/STI1 e Hsp70, s6
participariam das primeiras etapas deste processo de formacgdo, compondo
um complexo intermediério (Smith et al., 1993; Smith e Toft, 1993). A proteina
Hsp90, por sua vez, interage diretamente com o dominio do receptor que
reconhece o ligante, promovendo, através de uma mudanca conformacional,
a abertura deste sitio, o que torna possivel a ligagdo hormdnio-receptor.
(Bresnick et al., 1989, Dittmar et al., 1997, ver também Pratt et al., 2003).
Estes complexos s&o ainda importantes para regular a interagdo de
receptores e fatores de transcricdo com seus respectivos sitios de ligacdo
com o DNA (Bharadwaj et al., 1999; Arbeitman et al., 2000).

Embora esteja localizada de forma predominante no citoplasma,
Hop/STI1 ndo esta restrita a0 mesmo, pois aparentemente pode transitar
entre 0 nacleo e o citoplasma (Longshaw et al., 2004). Esta distribuicdo

subcelular de Hop/STI1 poderia ainda ser regulada por situagdes de estresse
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celular causadas por choque térmico, pois sob esta condigdo foi observado o
aumento do acumulo desta proteina tanto no ndcleo como na membrana
celular (Daniel et al., 2008). A presenca de Hop/STI1 na superficie de
membranas celulares € um indicativo de que esta co-chaperona possa estar
exercendo também papel importante no meio extracelular. De fato, quando
presente na superficie de membranas celulares, esta proteina pode atuar
como ligante especifico da proteina do prion celular (Zanata et al., 2002) e
até o presente momento, ja foi demonstrado que a interagdo Hop/STI1-PrP° é
capaz de mediar mecanismos de neuroprotegcdo em tecido retiniano (Chiarini
et al., 2002) e em neurdnios hipocampais (Lopes et al., 2005), assim como
promover neuritogénese em culturas de células hipocampais (Lopes et al.,
2005).

A diversidade de sitios de localizacdo e sua capacidade de se ligar a
PrP° abre um leque de possibilidades funcionais ainda ndo descritas para a
proteina Hop/STI1. Apesar do exato papel fisiolégico de PrP° ser
desconhecido, seu padrédo de expressdo, sua localizagdo subcelular em
microdominios de membrana e seu envolvimento ja descrito em eventos de
neuritogénese sugerem uma acdo desta proteina sobre mecanismos de
migracdo neuronal. Além da necessidade de comprovar esta hipotese de
modo definitivo, surgem dulvidas acerca de quais outras moléculas seriam
capazes de atuar em conjunto com a proteina do prion celular na suposta
regulagdo de migragao celular. A importancia da interagédo de Hop/STI1 com
PrP° na superficie celular para mediar neuritogénese torna esta co-chaperona
uma provavel candidata para desempenhar esta funcdo. A possibilidade

destas duas proteinas desempenharem papéis biologicos neste contexto de
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migragado induziria ainda um questionamento sobre o modo de atuagdo de
cada uma delas. Seria interessante investigar se a funcionalidade das duas
dependeria necessariamente de sua interagédo na superficie celular, formando
um complexo protéico, ou se as duas seriam capazes de atuar de forma
independente, e neste caso determinar o grau de importancia individual de

cada uma delas neste processo de migragao neuronal.
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2 - OBJETIVOS

Objetivo geral - Investigar os possiveis papéis da proteina do prion celular e
de seu ligante, a proteina induzida por estresse 1 (Hop/STI1) na migracdo
tangencial de neurbnios e neuroblastos que ocorre em estagios embrionarios

e pds-natais precoces.

Objetivos especificos —

1. Analisar alteracbes no padrdo de migracdo tangencial de células
neurais desprovidas de PrP®em modelos estabelecidos in vitro.

2. Caracterizar a expresséo da proteina Hop/STI1 na zona subventricular
in vivo e in vitro.

3. Verificar a importadncia da proteina Hop/STI1 na migragdo dos
neuroblastos provenientes da zona subventricular, através de analises
funcionais in vitro.

4. Investigar os possiveis mecanismos celulares da migracdo dos

neuroblastos que estdo sendo influenciados pela proteina Hop/STI1.
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3 - Materiais e métodos

3.1 - Animais utilizados

Foram utilizados camundongos selvagens e nocautes para a proteina
do prion celular da linhagem Zurich I, que apresentam um fundo genético
misto, sendo gerados a partir do cruzamento das linhagens C57/BL6/J e
129/SV (Bueler et al., 1992). Estes animais foram cedidos gentilmente pela
Dra. Vilma Regina Martins do Instituto Ludwig de Pesquisas sobre o Cancer.
Para experimentos adicionais foram utilizados camundongos suigos criados

no Departamento de Anatomia/UFRJ.

3.2 - Co-culturas de fatias organotipicas de coOrtex e eminéncia

ganglionar

Embrides foram obtidos a partir de fémeas gravidas selvagens no
décimo-quarto dia de gestagdo, anestesiadas por de inalacdo de éter etilico.
Os embribes tiveram seus ceérebros dissecados e fatiados coronalmente no
fatiador de tecidos (Mcllwain tissue chopper ) na espessura de 350 pym. As
fatias obtidas foram colocadas em solugcdo de tampdo GBSS (do inglés
GEY’s Balanced Salt Solution, cada litro de solugao contém 0,17g de CacCl,,
0,37 g de KClI, 0,03g de KH,PO,, 0,098g de MgCl,, 0,034g de MgSQ,, 8g de
NacCl, 0,227g de NaHCOg3, 0,12g de NaHPO, e 7.5g de D-Glucose) gelado e
mantidas na geladeira por 30 minutos. Apos este periodo, as porcdes das

fatias contendo o teléncefalo dorsal foram separadas com o auxilio de
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microbisturis do telencéfalo basal e imediatamente plaqueadas em placa
PETRIPERM permeavel a gases (Sigma-Aldrich), pré-tratadas com Poli-L-
lisina (0,21mg/mL Sigma), por cerca de 1 hora dentro de uma estufa a 37 °C.
As placas contendo as fatias foram preenchidas com meio de cultura
DMEM/F12 (Gibco) e 10% de Soro Fetal Bovino (Gibco) e entdo mantidas em
uma estufa incubadora a 37 °C e 5% de CO,.

Camundongas gravidas selvagens e nocautes no décimo-quarto dia de
gestacdo receberam injegcbes de Bromo-2-deoxi-5-uridina (BrdU, Sigma),
diluido em uma solu¢cdo de NaOH 0,007M (10mg/mL, 300 pyL para cada
animal) cerca de 40 minutos antes da extragédo dos fetos. Os cérebros obtidos
a partir dos embrides extraidos de fémeas selvagens e nocautes passaram
entdo por procedimentos similares aos realizados para a obteng&o prévia das
fatias corticais, sendo que ap6s o periodo de 30 minutos na geladeira, o
telencéfalo ventral das fatias, contendo as eminéncias ganglionares, foi
separado da porgédo dorsal. Em seguida, as eminéncias ganglionares foram
plagueadas sobre as placas que continham as fatias corticais, de modo que
as duas fatias se mantivessem em contato durante todo o periodo de cultura,
que consistia de 48 h sob as mesmas condi¢des ja citadas anteriormente.

Apos 48 h, as fatias foram pré-fixadas em vapor de formol por 15
minutos, em seguida foram fixadas com paraformaldeido 4% por mais 15
minutos.

Os procedimentos de imuno-histoquimica utilizando anticorpos anti-
BrdU foram precedidos por um tratamento das fatias. Estas foram tratadas
com &gua destilada a 37 °C por 10 minutos, em seguida foram imersas em

HCI a 37 °C por mais 30 minutos. Apds este periodo as fatias foram tratadas
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com tampéao borato 0,1 M (pH = 8,5) por 10 minutos e lavadas 3 vezes com
solucéo salina com tampéo fosfato (0,1M) acrescida de Triton X-100 (PBS
Triton 0,3 %). Em seguida, as fatias foram pré-incubadas com Soro normal de
cabra a 5% por 30 minutos em temperatura ambiente e finalmente
submetidas a incubacdo com anticorpo anti-BrdU feito em camundongo
(Amersham, 1:3, diluigdo em PBS) por uma noite inteira (aproximadamente
12 horas) numa temperatura de 4 °C. Em seguida, as fatias foram incubadas
com anticorpo secundario feito em cabra que reconhece imunoglobulinas de
camundongo conjugado a Cy3 (1:800).

A andlise de resultados foi realizada através da visualizacdo das fatias
em camera clara, acoplada a um microscopio Optico de fluorescéncia Zeiss
Axioplan.

Foi realizado também 1 experimento co-cultivando fatias organotipicas
de eminéncia ganglionar obtidas a partir de camundongos expressando a
proteina de fluorescéncia verde (GFP). Para a realizacdo deste experimento,
camundongos selvagens e nocautes da linhagem Zurich | foram cruzados
com camundongos transgénicos eGFP, de fundo genético misto
BCF1/C57BL/6J cedidos por Okabe et al., 1997. Os animais desta prole
foram entdo cruzados mais uma vez para a obtengcdo de camundongos
nocautes para PrP°, assim como selvagens que expressavam a proteina de
fluorescéncia verde de forma constitutiva.

Os procedimentos para a realizagdo destas co-culturas foram
semelhantes aos ja descritos. O Unico diferencial consiste na auséncia de
injecdo de BrdU nas fémeas gravidas antes da extracdo dos embrides, que

apds sua extracdo eram colocados sob a luz UV (comprimento de onda de
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excitacdo 358 nanOmetros) de modo a permitir a selecdo dos embrides
eGFP. Os embrides eGFP selvagens e nocautes para PrP¢ foram entéo co-
cultivados conforme j& foi descrito com fatias corticais obtidas a partir de
camundongos selvagens, previamente plaqueadas em placas Petriperm.

Os resultados do experimento de co-culturas com embrides eGFP
foram analisados em um microscépio confocal Zeiss LSM 510 meta.

A andlise quantitativa dos dados obtidos através da utilizacdo da
camara clara ou do microscopio confocal foi realizada de maneira similar.
Através da utilizacdo do programa Image J 1.37 (National Institutes of Health,
USA), foram delineados setores sobre as fatias. Para determinar o tamanho
destes setores, 3 linhas em série de mesmo comprimento (250 ym para os
desenhos de camara clara e 365 uym para as imagens obtidas através do
microscopio confocal) foram tracejadas na metade da espessura da fatia
cortical, de modo que a extremidade proximal da primeira coincidiu sempre
com a fronteira entre o cortex e a eminéncia ganglionar. Em seguida, linhas
ortogonais foram tracejadas nas extremidades distais de cada uma destas
linhas, gerando assim 3 setores. O quarto setor foi considerado como sendo
toda a extensdo da fatia cortical que ndo estava contida nos 3 setores. O
programa Prisma (Graphpad Software) foi utilizado para a analise estatistica
através de um teste Mann-Whitney dos valores obtidos (n=12 fatias para
experimentos de camara clara e n=8 fatias para experimentos com células

eGFP) (Fig 5).
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Distal

Froximal

Figura 5 - Esquema demonstrando como foi realizada a quantificagdo da migragao
celular nos ensaios de co-cultura de fatias organotipicas. As extremidades das
linhas orientadas para a fatia de eminéncia ganglionar sdo consideradas proximais.
Note que a extremidade proximal da primeira linha se encontra no ponto de
contato entre as duas fatias organotipicas (indicado pela linha pontilhada),
enquanto que as outras linhas de mesmo comprimento séo tracejadas em contato
com as extremidades distais das precedentes. A disposicdo das mesmas procura
representar a curvatura da fatia cortical. As linhas ortogonais brancas delimitam os
trés setores estipulados, enquanto que o quarto setor corresponde ao restante da
fatia cortical. Barra de calibragdo: 100 mm. EG - Eminéncia ganglionar. Ctx -
Cortex.
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3.3 - Culturas de explantes de zona subventricular

Foram utilizados camundongos selvagens e nocautes para PrP® na
primeira semana poés-natal (PO-P6). Os animais foram decapitados e os
cérebros extraidos das caixas cranianas foram imersos em solucdo gelada de
GBSS. Os cérebros foram entdo cortados parassagitalmente a 350 ym em
um fatiador de tecidos (Tissue chopper - Mcllwain) e as fatias obtidas foram
separadas no interior do fluxo laminar e novamente imersas em tamp&ao
GBSS, onde permaneceram por 30 minutos a 4 °C, com o intuito de inibir a
acdo de proteases. ApOs este periodo, as fatias foram transportadas para o
interior do fluxo, de modo a permitir a dissec¢do da zona subventricular. Apds
a obtengéo dos explantes de ZSV, os mesmos foram plaqueados em placas
de cultura de 4 pogos (NUNC), sendo cobertos com uma fina camada de
Matrigel (Collaborative Biomedical Products) diluido em meio Neurobasal
(Gibco), numa concentragédo 1:3. Apos um periodo de 5 minutos na estufa a
37°C, tempo suficiente para que o Matrigel adquira uma consisténcia mais
gelatinosa, cada pogo foi preenchido com meio Neurobasal suplementado de

B-27 e os explantes foram mantidos por 48h na estufa a 37 °C e 5% de CO2.

33



3.4 - Imunocitoquimica

Apo6s 48h (2 dias in vitro), os explantes foram submetidos a um
processo de pré-fixagdo em vapor de formol por 15 minutos, seguido por
fixacdo em paraformaldeido 4% (PF 4%) por outros 15 minutos. Os explantes
foram entdo lavados 3 vezes em PBS (solugéo salina com tampao fosfato
0,1M), mantidos por cerca de 1 hora em soro normal de cabra e incubados
com anticorpos primérios por toda a noite (aproximadamente 12 horas) em
uma temperatura de 4°C. Os anticorpos primarios e as diluicbes utilizadas
neste estudos foram: anticorpo monoclonal feito em camundongo anti-PrPc
M221 (1:500), anticorpo policlonal feito em coelho Anti-Hop/STI1 (Bethyl,
1:500), anticorpo monoclonal feito em camundongo anti-PSA-NCAM
(Chemicon, 1:200). Os anticorpos foram diluidos em PBS (tampéo fosfato
0,1M), sendo que em algumas reac¢fes imunocitoquimicas utilizando o
anticorpo anti-Hop/STI1, as células foram permeabilizadas através da diluicao
do anticorpo priméario em PBS acrescido de Triton 0,3%. ApGs 3 lavagens de
5 minutos no dia seguinte, os explantes foram incubados com anticorpos
secundarios por cerca de 2 horas em temperatura ambiente. Os anticorpos
secundéarios e as diluigcbes utilizadas foram: anticorpo feito em cabra que
reconhece imunoglobulinas de camundongo conjugado a Cy3 (Jackson,
1:800) e Alexa 488, anticorpo feito em cabra que reconhece imunoglobulinas
de coelho conjugado a fluoresceina (Molecular Probes, 1:400). ApOs o
periodo de incubacdo, os explantes eram novamente lavados 3 vezes em

PBS e banhados com DAPI. Por fim, as laminas foram montadas com N-
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Propil Galacto (Merck) ou um meio de montagem aquoso Gel-Mount

(Biomeda).

3.5 - Imuno-histoquimica

Camundongos selvagens na primeira semana pés-natal (P0-P6) foram
perfundidos com paraformaldeido 4%, ap0s a remocdo dos cérebros das
caixas cranianas, os mesmos foram mantidos em PF 4% a 4 °C por periodos
que variaram aproximadamente entre 6 e 18h. Os cérebros foram entdo
cortados parassagitalmente no vibrdtomo em fatias de espessuras entre 40 e
100 um. As fatias foram lavadas 3 vezes com PBS Triton 0,3% e incubadas
por 1 hora em soro normal de cabra 5%. Em seguida, as fatias foram
mantidas por aproximadamente 24 h a 4°C com o anticorpo policlonal feito
em coelho que reconhece a proteina Hop/STI1 (Bethyl, 1:500). E importante
frisar que todos os procedimentos de lavagem dos cortes, assim como as
incubacdes com os anticorpos primarios e secundarios foram feitos em
pocos, de modo que as fatias estavam constantemente boiando em solugéo,
sendo banhadas em ambas as superficies. Apds o periodo de 24 h de
incubacdo, as fatias foram novamente lavadas em PBS Triton 0,3% e
incubadas, por 2h em temperatura ambiente, com anticorpo secundario
conjugado a fluoresceina Alexa 488 (1:400). Os cortes foram entdo banhados
com DAPI e coletados para a montagem de laminas utilizando o meio de

montagem aquoso Gel-Mount (Biomeda).

35



3.6 - Tratamento de culturas de explantes com anti-Hop/STI1

Aproximadamente 24 h ap6s o plaqueamento dos explantes (1DIV), as
culturas foram visualizadas em um microscépio invertido (Zeiss Axiovert), de
modo a serem selecionadas para o tratamento com os anticorpos. Apenas 0s
explantes que j& apresentavam halos migratorios, cadeias de neuroblastos
migrando para fora dos limites dos explantes, foram selecionados e divididos
em dois grupos. O grupo experimental foi tratado com anticorpo policlonal
que reconhece a proteina Hop/STI1 (2,2ug/uL, coelho 33, diluicdo 1:200;
0,011 pg/uL), enquanto que no grupo controle, os explantes foram tratados
com IgGs purificadas obtidas a partir de soro coelho antes de sua exposi¢ao
ao antigeno utilizado para produgao do anticorpo (0,82 ug/uL, coelho 34).
Estes procedimentos foram realizados em explantes obtidos a partir de
camundongos selvagens e nocautes para a proteina do prion. Em
experimentos independentes, culturas de camundongos selvagens foram
tratadas também com o anticorpo policlonal que reconhecia Hop/STI1
procedente de outro animal (coelho 36, 0,64 ug/ul) e também o anticorpo que
reconhece o dominio da proteina Hop/STI1 responsavel pela interacdo com a
proteina do prion celular (anti peptideo 230-245, 0,2 pg/ul). Na figura 6 estéo
esquematizadas as moléculas de PrP® e de Hop/STI1, assim como os seus
principais dominios e os epitopos reconhecidos pelo anticorpos policlonais
anti-Hop/STI1 e anti-peptideo 230-245.

Para o estabelecimento de uma curva dose-resposta do anticorpo, as
culturas de explantes de ZSV foram tratadas com anti-Hop/STI1

(2,2pg/uL,coelho 33) nas seguintes diluigdes: 1:400 (0,0055 pg/uL), 1:500
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(0,0044 pg/uL) e 1:600 (0,0037 pg/uL). Estas mesmas concentragdes foram
testadas em explantes obtidos a partir de animais nocautes para PrP¢, a
excecéao de 1:500.

O ensaio de internalizacdo de anti-Hop/STI1 foi realizado através da
incubacé@o do anticorpo pelo periodo de 1 hora em culturas vivas (diluicdo
1:200 em meio Neurobasal). Em seguida, as culturas foram pré-fixadas com
vapor de formol por 15 minutos e imediatamente ap6s o meio de cutura
contendo o anti-Hop/STI1 foi substituido por PF 4% a 4 °C por mais 15
minutos. Os explantes foram entdo lavados 3 vezes com PBS Triton 0,3 %,
pré incubados por 1 hora com NGS 5% e incubados com Alexa 488,
anticorpo feito em cabra que reconhece imunoglobulinas de coelho,
conjugado a fluoresceina (1:400). Os explantes foram incubados com este
anticorpo fluorescente por toda uma noite (aproximadamente 12 horas) a 4

°C.
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Figura 6 - Esquema caracterizando as moléculas de Hop/STI1 e PrPc. A
proteina Hop/STI1é representada com seus 3 dominios tetratricopeptideos,
responsaveis pela sua interacdo com a HSP70 e HSP90. Dois dos anticorpos
utilizados neste estudo, assim como 0s seus respectivos epitopos antigénicos

se encontram representados. Adaptado de Coitinho et al, 2007
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3.7 - Tratamento de culturas de explantes de ZSV com Hop/STI1

recombinante

Foram realizados os mesmos procedimentos ja descritos para a
obtencdo dos explantes de ZSV a partir de cérebros de camundongos
selvagens pds-natais. Aproximadamente 24 h apdés o plaqueamento dos
explantes, as culturas foram tratadas com a forma recombinante da proteina
Hop/STI1. As proteinas recombinantes foram mantidas a -20 °C e
descongeladas cerca de 40 minutos antes de serem diluidas em meio
Neurobasal para serem adicionadas as culturas de explantes de ZSV.

Foram testadas diferentes concentragcdes da proteina e até o presente
momento, foram avaliados os efeitos das seguintes concentracdes: 0,5 UM,
1,5 uM, 3 uM, 4puM e 4,5 pM. As avaliagcdes dos possiveis efeitos sobre a
migracdo foram feitas através de andlises de comparacdo dos halos
migratérios e andlise de videomicroscopia de tempo intervalado antes e apds

o0 tratamento com a proteina recombinante conforme previamente descrito.
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3.8 - Anédlise quantitativa de migracdo dos explantes de zona

subventricular

Imagens dos explantes foram adquiridas através de uma camera
digital Zeiss Axiocam, acoplada ao microscépio invertido Zeiss Axiovert
dotado de camara incubadora com controle de temperatura (37°C e 5%CO>).
As imagens foram obtidas em dois periodos distintos, antes do tratamento
com os anticorpos e cerca de 24h apos a adicdo dos mesmos. As imagens
foram entdo submetidas a analise através da utilizacdo do programa Image
Pro Express aonde foram obtidas as medidas dos perimetros dos explantes e
seus respectivos halos migratérios.

Em seguida, a partir destas medidas foi calculado um indice migratoério
para cada explante, que consiste na razdo do perimetro 24h apés o
tratamento, sobre o perimetro inicial antes do tratamento. Todos os testes
estatisticos foram realizados no programa Prisma, sendo que foram utilizados
dois tipos de testes ndo-paramétricos, pois foi considerado que os indices
migratérios ndo apresentavam uma distribuicdo normal. Inicialmente, foi
utilizado o teste tipo T ndo-paramétrico Mann-Whitney, para comparar grupos
de camundongos selvagens e nocautes para PrP° tratados com anti-
Hop/STI1 e os tratados com anticorpos controle. Grupos de animais
selvagens controle e experimentais foram ainda comparados com grupos
controle e experimentais de animais nocautes para PrP¢, através da utilizacéo
de um teste ANOVA ndo-paramétrico, seguido de um pés-teste de Dunn.

Em experimentos adicionais realizados para andlise quantitativa da migracéo

em explantes de ZSV, as imagens foram adquiridas através de uma camara
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digital CoolSnap Pro Monochrome (Media Cybernetics), acoplada a um
microscopio de epifluorescéncia invertido Nikon TE200 Eclipse. As imagens
foram analisadas através do programa Image J 1.37 (National Institutes of
Health, USA). A partir da obtencéo do indice migratério, que foi realizada de
forma similar aos experimentos anteriores, estes valores foram submetidos

aos testes estatisticos ja mencionados no programa Prisma.

3.9 - Videomicroscopia de tempo intervalado

Em 1 DIV, as placas de cultura contendo os explantes de ZSV foram
colocados em uma cémara incubadora acoplada ao microscopio invertido
Zeiss Axiovert. O ambiente no interior da camara foi mantido em condiges
semelhantes ao de uma estufa (5 % CO2 e 37°C). Imagens dos explantes
foram adquiridas através de uma camera digital Zeiss Axiovision a cada 2
min, em periodos que variavam de 4 a 5 horas. ApGs o término de um
periodo inicial de aquisicdo de imagens, os explantes foram submetidos ao
tratamento com anticorpo que reconhece Hop/STI1 ou IgG purificada a partir
de um coelho ndo imunizado. Em seguida, as placas de cultura foram
novamente posicionadas no interior da camara incubadora, de modo a iniciar
um novo ciclo de aquisicdo de imagens. Para demonstrar a reversao do
tratamento com anti-Hop/STI1, apds este segundo periodo de 4-5 h, o meio
contendo o anticorpo foi retirado, lavado 2-3 vezes com meio e substituido
por meio Neurobasal sem acréscimo de qualquer anticorpo, os explantes
foram entdo retornados para a camara incubadora, onde foram registradas

imagens por mais um periodo de 4-5h.
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3.10 - Determinacgdo da velocidade média das células através de analise

de videomicroscopia de tempo intervalado

Com o intuito de obter dados quantitativos a partir da andlise dos
videos realizados, células no interior das cadeias tiveram seu movimento
rastreado através da utilizacdo do programa Image J 1.37 (National Institutes
of Health, USA). A selecdo da amostragem de células analisadas variou de
acordo com o tratamento utilizado nas culturas. Desta forma, em culturas
tratadas com anti-Hop/STI1 apenas foram consideradas células migrando em
direcdo a extremidade mais distal das cadeias. Em contrapartida, em culturas
tratadas com proteina recombinante Hop/STI1 as células foram selecionadas
aleatoriamente. O rastreamento das células nas duas situac¢des foi iniciado
quando a locomocéao celular foi deflagrada e interrompido quando as células
saiam de foco ou misturavam-se a outras de forma indistinguivel. Em
seguida, a distancia total percorrida pelas células foi utilizada para calcular a
velocidade média das células avaliadas. Estes valores foram entédo
analisados através do programa Prisma utilizando Teste T ndo pareado e
Teste Mann-Whitney para as células tratadas com anti-Hop/STI1 e Hop/STI1

recombinante respectivamente.
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3.11 - Western Blot

Foram realizados os mesmos procedimentos j& descritos para a
obtencdo da zona subventricular a partir dos cérebros de 6 camundongos
selvagens e 6 camundongos nocautes poés-natos (P1l). Apds serem
dissecados, os explantes de cada tipo de animal foram recolhidos em tubos
eppendorfs contendo solugdo de GBSS. Os explantes foram lavados duas
vezes com PBS gelado antes da adigao de 80 ul de tampéo HEPA em cada
eppendorf. Por 40 minutos, os eppendorfs foram mantidos no gelo, sendo
retirados a cada 10 minutos para serem agitados no vértex. Em seguida, os
eppendorfs foram centrifugados por 15 minutos a 14000 RPM (16000 G)
(Hitachi Himac CF15D2, rotor Hitachi RT 1508) em uma centrifuga refrigerada
que mantinha a temperatura a 4 °C. A solu¢cdo sobrenadante contendo o
extrato total de proteinas foi coletada e armazenada a -80°C.

A quantidade de proteina total foi calculada através do método de
Lowry (Lowry et al, 1951). Apds a determinacao da quantidade de proteinas
foi realizada eletroforese, com o depdsito de 20 ug do extrato de proteinas da
ZSV de camundongos selvagens e nocautes. Depois do término da corrida,
as amostras foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Antes
da incubag&o com o anticorpo primario, a membrana foi bloqueada com 5%
leite desnatado em TBS/Tween 0,05% por 1 hora. Os anticorpos primarios e
secundarios foram diluidos em BSA a 5%, as concentra¢fes utilizadas foram
1:5000 e 1:2000, respectivamente. O anticorpo primario anti-HOP/STI1 foi
incubado com a membrana de nitrocelulose pernoite e apés a lavagem da

membrana com TBS/Tween 0,05% seguiu-se a incubagdo de 1 hora com
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anticorpo secundéario conjugado a peroxidase. Embora os tempos de
exposicao dos filmes a membrana tenham sido variados, o tempo maximo de
exposicao foi de apenas 5 segundos.

Para o controle de carregamento, foi utilizado o anticorpo que
reconhece a a-tubulina (anti-mouse sigma, concentracdo 1:10000). Este
anticorpo também foi diluido em BSA a 5% e incubado pernoite com a
membrana. O anticorpo secundario conjugado a peroxidase foi utilizado na

concentracao 1:2000.
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3.12 - Formacgéao de agregados celulares a partir de explantes de ZSV

Foram utilizados camundongos selvagens P2-P3. Os animais foram
sacrificados, tiveram seus cérebros fatiados parassagitalmente no fatiador de
tecidos na espessura de 350 um e mantidos por 30 minutos na geladeira
antes dos procedimentos de dissec¢édo da ZSV. Os explantes obtidos foram
coletados em um tubo falcon contendo solugdo de HBSS (-) a temperatura
ambiente. Em seguida, os explantes foram lavados duas vezes com HBSS (-)
antes de serem tratados por 2 minutos com tripsina (0,5 mg/ml), sendo
agitados ocasionalmente neste periodo. A tripsina foi entdo removida com o
auxilio de uma pipeta pasteur para a adicdo de HBSS (+) (Para cada 10 ml
de HBSS (+):10 pl de DNAse 10 ug/ml, 1 ml soro fetal de cavalo, 200 pl
MgCI2 (400mM), 100 pl Hepes (1M) em 8,7 ml de HBSS (-)). Os explantes
foram lavados duas vezes com esta solugdo de HBSS (+), ressuspensos em
2ml desta mesma solugéo e submetidos a 40 ciclos de dissociagdo mecéanica
com pipetas pasteur previamente polidas em fogo. Apds os procedimentos de
dissociacdo mecanica, uma amostra de 20 uL da solugao contendo células foi
misturado com azul de Trypan para contagem na camara de Neubauer. Na
secdo dos resultados estdo descritos os dados obtidos a partir de um
experimento de formagdo de agregados, aonde foi obtida uma solucéo
contendo 43 x 10* células. O tubo falcon contendo a solug&o foi centrifugado
por 3 minutos a 3000 RPM , o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspensas em 200 pL de meio Neurobasal. Apés homogeneizagdo, os
200 pL foram separados em dois eppendorfs de 100 pL. Em seguida, um

eppendorf foi tratado com anti-Hop/STI1 (1:200) e o outro com IgG irrelevante
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de coelho. O contetudo de cada eppendorf foi depositado em forma de 5 gotas
de 20 pL sobre a superficie interna de uma tampa de placa de petri, estas
tampas foram imediatamente colocadas sobre as respectivas placas de petri
contendo meio neurobasal, de modo a permitir que a acdo da gravidade
contribuisse na formacdo de agregados celulares. Estas placas foram
mantidas em uma estufa incubadora de CO, por pelo menos 30 minutos.
Apos este periodo, pares de gotas foram montados sobre laminas e levados
para andlise em um microscépio invertido Nikon TE200 Eclipse. Para cada
gota foram capturadas 3 ou 4 imagens de campos distintos através de uma
camera digital CoolSnap Pro acoplada ao microscopio ja mencionado. As
imagens foram posteriormente submetidas a andlise através da utilizacéo do
programa Image J, aonde foram obtidos os valores das areas dos agregados.
Estes valores foram entdo analisados através de teste estatistico Mann-
Whitney no programa Prisma. Apenas pares de gotas que foram montados

sobre as laminas simultaneamente foram comparados entre si.
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4 - Resultados

4.1 - Co-culturas de fatias organotipicas de coOrtex e eminéncia

ganglionar

NOs estabelecemos inicialmente um modelo in vitro cujo proposito
bésico consistia em analisar a migracdo de células de uma regido
telencéfalica ventral, que compreende as eminéncias ganglionares, até o seu
destino final que corresponde ao coértex cerebral e assim observar quais
seriam os efeitos da auséncia de PrP° sobre esta migracdo celular.
Decidimos por um modelo de cultura no qual colocdvamos fatias de
eminéncias ganglionar (EG) nocaute ou selvagem apostos a fatias de cortex
cerebral provenientes de camundongos selvagens. Com este desenho
experimental pretendiamos revelar diferencas que possivelmente fossem
compensadas no camundongo nocaute per se.

De modo a permitir que acompanhassemos estas células migratérias
neste trajeto, as fémeas gravidas eram injetadas com BrdU 40 minutos antes
da retirada dos fetos que seriam utilizados para a obtengéo das eminéncias
ganglionares. ApOs as 48h de cultura e a subseqiente andlise imuno-
histoquimica, eram observadas vérias células imunoreativas para BrdU
nestas co-culturas. Apesar da maioria das células marcadas estar na regiao
mais dorsal das eminéncias ganglionares, muitas células foram detectadas no
interior das fatias corticais.

Para tentar quantificar os dados gerados, foi necessério estabelecer

uma relagdo entre o numero e a localizag@o de células no interior das fatias
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corticais, assim como a distancia em relagdo ao seu ponto de origem. Isto foi
possivel através da representacdo destas co-culturas em ilustragbes de
camara clara. Este procedimento revelou que apesar da grande densidade
celular na regido mais proximal a jungéo fatia cortical-eminéncia ganglionar,
as células se encontravam difundidas por toda a fatia cortical, inclusive sendo
detectadas nas extremidades mais distais das fatias corticais em relagdo a
sua juncdo com a eminéncia ganglionar. Em alguns casos, células marcadas
com anticorpo que reconhece o BrdU eram visualizadas fora dos limites das
fatias. Estas descri¢cdes se aplicam tanto para células selvagens, como para
células obtidas a partir de camundongos nocautes para PrP°¢ (Fig 7).

A porcentagem de células ocupando setores diferentes dentro das
fatias corticais, em relagdo ao nimero total observado nas mesmas fatias, foi
em seguida determinada a partir das representagdes das co-culturas em
camara clara. Andlises estatisticas realizadas através do teste Mann-Whitney
nao detectaram diferengas significativas entre o padrdo de ocupagao nos 4
diferentes setores observados das co-culturas realizadas com eminéncias
ganglionares provenientes de camundongos selvagens e nocautes para PrP°
(Setor 1, p = 0,5697; Setor 2, p = 0,3677; Setor 3, p = 0,3677; Setor 4,

p=0,6828) (Fig 8).
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Figura 7 - Células BrdU+ provenientes de camundongos selvagens e
nocautes para PrPc sdo capazes de migrar para o cortex (Ctx) em co-culturas
de fatias organotipicas.(A) e (B) ilustragfes representativas de co-culturas
cujas eminéncias ganglionares (EG) foram obtidas de camundongos
nocautes para PrPc e de selvagens, respectivamente. Note que em ambos 0s

casos sdo encontradas células até a extremidade distal da fatia cortical. Barra
de calibragdo: 100 ym
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Figura 8 - Células selvagens e nocautes para PrPc ocupam diferentes setores
do cortex em propor¢do similar.(A) Esquema representativo de uma fatia de
cortex subdividida em 4 setores. B, C, D e E mostram as médias das
porcentagens obtidas em relacdo ao nimero total de células no interior das
fatias corticais localizadas nos setores 1, 2, 3 e 4, respectivamente. A analise
estatistica ndo detectou diferencgas significativas (Teste Mann-Whitney, Setor
1, p=0,5697; Setor 2, p= 0,3677; Setor 3, p=0,3677; Setor 4, p= 0,6828).(F)
Tabela com os valores do numero total de células detectadas sobre as fatias

corticais.
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A presenca de células imuno-marcadas para BrdU no interior das fatias
poderia ndo ser uma evidéncia direta de migragcédo celular, visto que a
deteccdo de algumas células imunoreativas para BrdU do lado de fora das
fatias indica a possibilidade de que as fatias corticais estariam sendo
preenchidas por células das eminéncias ganglionares que por ventura se
soltaram do tecido apés os procedimentos de lavagem e tratamento &cido
necessarios para a realizagdo da imuno-histoquimica. Para descartar esta
hipétese e simultaneamente facilitar a identificagdo das células migratérias
por sua morfologia nos ensaios de co-cultura de fatias organotipicas, foram
utilizados camundongos nocautes para PrP® expressando a proteina de
fluorescéncia verde de forma constitutiva. Somente as fatias de eminéncia
ganglionar destes animais eram utilizadas, sendo co-cultivadas em contato
direto com fatias corticais de camundongos selvagens. Apos 48h de cultura,
células eGFP selvagens e nocautes eram detectadas no interior das fatias
corticais. Conforme j& descrito para as células imunoreativas com BrdU, na
maioria dos casos analisados, a densidade de células eGFP era elevada na
adrea mais proximal ao ponto de contato entre as fatias corticais e de
eminéncia ganglionar. Porém, ao contrario do que foi observado com a
marcac¢do com BrdU, onde aparentemente as células se encontravam difusas
por toda a superficie das fatias corticais, havia um gradiente de ocupacao
mais nitido por parte das células eGFP, pois apesar do alto grau de
concentracdo na regido préxima a jungdo cortex-eminéncia, as células nas
regides mais distais se tornavam cada vez mais escassas (Fig 9 e 10 A).

Ao serem analisadas em maior aumento, eram identificadas no interior

das fatias corticais células com morfologia tipica migratéria, dotadas de
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longos prolongamentos lideres. Desta forma, aparentemente, estas células
também migram efetivamente em direcdo e sobre a fatia cortical. Estes
prolongamentos exibiam vérias orientagbes, o que poderia ser um indicativo
de uma migragao intracortical multidirecionada, semelhante ao padréo de
migracdo de interneurdnios GABAgérgicos previamente descrito por Tanaka e
colaboradores em fatias corticais organotipicas (Tanaka et al., 2003) (Fig 9 e

10 B).
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Selvagem

Figura 9 - Co-culturas de fatias organotipicas de cértex e eminéncia
ganglionar realizadas com eminéncias ganglionares de animais transgénicos
eGFP. (A) Células selvagens eGFP migram a partir das eminéncias
ganglionares e invadem as fatias corticais. (B) Imagem em maior aumento
representando um grupo de células selvagens eGFP dotadas de morfologias
migratOrias, caracterizadas pela presenca de prolangamentos lideres
orientados para vérias dire¢des. Barras: (A) 100 mm, (B) 50 mm. EG.

Eminéncia ganglionar, Ctx - Cortex.
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Figura 10 - Co-culturas de fatias organotipicas de cortex e eminéncia

ganglionar realizadas com eminéncias ganglionares de animais eGFP. (A)
Células PrPc -/- eGFP migram a partir das eminéncias ganglionares e
invadem as fatias corticais de amimais selvagens. (B) Imagem em maior
aumento representando um grupo de células PrPc -/- eGFP dotado de
morfologia migratdria, caracterizado por prolongamentos lideres orientados
para varias dire¢cdes. Barras: (A) 100 mm,(B) 50 mm. EG - Eminéncia

ganglionar, Ctx - Cortex
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O padréo de ocupacao das fatias por parte das células eGFP, assim
como a deteccdo de morfologias migratérias e a multi-orientagdo de
prolongamentos foram observados em co-culturas onde foram utilizadas
fatias de eminéncia ganglionar selvagens ou nocautes para PrP¢ co-
cultivadas com fatias de cortex cerebral selvagens. Com o intuito de verificar
possiveis efeitos na migracdo celular decorrentes da auséncia de PrP¢,
novamente as fatias corticais foram subdivididas em setores que permitiram
avaliar o grau de invaséo do tecido por parte das células das eminéncias. De
acordo com os resultados prévios analisados através de camara clara, nao
foram observadas diferengas significativas na porcentagem de células eGFP
selvagens e nocautes, referentes ao valor total da populagéo celular eGFP
das fatias, presentes em cada setor (Setor 1, p = 0,6857; Setor 2, p = 0,4857;
Setor 3, p =0,8857; Setor 4, p = 0,8857) (Fig 11).

Estudos prévios afirmam que PrP® exerce um papel importante em
processos de neuritogénese (Graner et al., 2000; Lima et al, 2007),
considerando estas evidéncias investigamos a morfologia dos
prolongamentos neuriticos de células eGFP migrando sobre fatias corticais.
Adotando como parametros o perimetro e a area das células, novamente ndo
foram observadas diferencas significativas entre células selvagens (média
perimetros = 152,9 ym = 21,93; média areas = 93,46 ym = 11,95, n=11) e
derivadas de animais nocautes para PrP® (média perimetros = 151,3 uym %
11,88; média area = 88,13 ym = 7,209) (Teste T ndo pareado, perimetro

p=0,9426; area p = 0,6884) (Fig 12).
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Figura 11 - Quantificacdo da porcentagem de células por setor de
cortex como parametro de analise da capacidade migratéria das células da
eminéncia ganglionar. Em (A), representacdo de uma fatia cortical subdivida
em 4 setores. (B, C, D e E). Andlises estatisticas ndo revelaram diferengas
significativas entre o padrdo de ocupacao das células quando o grupo
nocaute para PrPc foi comparado com o selvagem nos 4 setores analisados
(Teste Mann-Whitney, Setor 1, p=0,6857; Setor 2, p=0,4857; Setor 3,
p=0,8857; Setor 4, p=0,8857). (F) Tabela com os valores do numero total de

células detectados sobre as fatias corticais.
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Figura 12 - A auséncia de PrPc ndo parece afetar a morfologia dos
neuritos de células eGFP migrando sobre fatias corticais. Em (A) e (B) fotos
representativas de reconstrugcbes feitas a partir de microscopia confocal
ilustrando células eGFP selvagens e nocautes para PrPc e suas respectivas
medidas de area e perimetro. Em (C) e (D) andlise quantitativa demonstra
qgue o perimetro e a area das células de ambos genétipos ndo diferem entre

si (Teste T ndo pareado, em C, p=0,9426, em D, p=0,6884). Barra: 50 ym
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Conclusdes da primeira parte

e Células provenientes da eminéncia ganglionar de animais
selvagens e nocautes para PrP¢ apresentam um padréo de
migragao similar sobre um substrato selvagem.

¢ A morfologia dos prolongamentos neuriticos de células em
atividade migratéria sobre fatias corticais selvagens néo

sofre alteragdes significativas na auséncia de PrP°.
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4.2 - Expressdo de PrP® em explantes de zona subventricular

Baseado nos resultados descritos pelo nosso grupo (Costa et al.,
dados ndo publicados), onde a expressdo de PrP°¢ foi descrita em rotas
migratérias in situ e em neurdnios migratorios in vitro, nds resolvemos
investigar se PrP° poderia ser detectada em outras populagdes de neurdnios
migratérios. Utilizamos entdo o ensaio in vitro de explantes de zona
subventricular em Matrigel, por se tratar de um modelo que nos permite
visualizar e manipular experimentalmente a migracdo de neuroblastos da
ZSV em cadeias, caracteristica desta regido (Wichterle et al., 1997; Miyakoshi
et al., 2001). Conforme ja foi previamente descrito nestes estudos, a
migracdo em cadeias é caracterizada pela forma justaposta como as células
migratérias se associam entre si. A formacdo de estruturas tdo compactas
dificulta muitas vezes o discernimento dos limites celulares individuais, de
modo que muitas vezes as cadeias exibem um aspecto de um grande sincicio
(Fig 13 A, detalhe).

Em trabalhos anteriores, j& haviamos observado que esta organizagéo
em cadeias no modelo de explantes de ZSV em Matrigel é perdida apds 3
DIV, consequéncia de um possivel processo de diferenciacdo celular, algo
que corrobora dados de outros grupos (Simo et al., 2006). Por este motivo,
todas as nossas manipulagfes experimentais foram feitas antes das células
atingirem este estado de diferenciagao.

Para analisar a expressdo de diferentes moléculas nestas células
migratérias, as culturas foram fixadas ap6és 2 DIV e submetidas a

imunocitoquimica. A imunomarcacgéo para a proteina do prion, obtida a partir
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da utilizagdo do anticorpo policlonal M221, revela um padrdo puntiforme ao
longo das membranas celulares (Fig 13 C), que de certo modo se assemelha
ao descrito para outra molécula presente nas membranas destas células, o
gangliosideo 9-O-acetil GD3 (Miyakoshi et al., 2001). A total auséncia de
imunomarcacdo em explantes de camundongos nocautes para PrP¢ indica
que este anticorpo reconhece especificamente a proteina do prion (dados
ndo mostrados). No entanto, apesar de estarem desprovidos de PrP¢, células
provenientes destes explantes mantém a capacidade de migrar organizadas
em cadeias (Fig 15).

Para avaliar possiveis alteracbes nesta migracdo em cadeia
decorrente da auséncia de PrP°, foram delineados os perimetros das cadeias
ao redor dos explantes, que compdem o que classificamos como halos
migratérios. Foram obtidas medidas dos halos circundando explantes
provenientes de animais selvagens e nocautes para PrP°. Através de andlise
estatistica, foi observado que os perimetros dos halos de ambos os gen6tipos
nao diferem significativamente em 1 DIV e 2 DIV (Teste Mann Whitney, 1DIV,
p = 0,2031; 2DIV, p = 0,4179), confirmando assim os dados qualitativos que
sugeriam que a migracdo em cadeias nos animais nocautes era indistinguivel
da observada nos animais selvagens (Fig 14). No entanto, é possivel que a
auséncia de PrP° acarrete em mudancas finas no modo de migracéo destas
células, no entanto estas modificagbes ndo resultam em prejuizo na
capacidade migratoria global dos neuroblastos. Contudo, esta hipotese pode
vir a ser descartada se nos basearmos nos dados de videomicroscopia de

tempo intervalado que serdo relatados nas proximas sec¢oes.
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Uma outra forma de investigar a relevancia de PrP® na migracdo em
cadeias consistiu no tratamento de culturas de explantes de ZSV com
anticorpos capazes de se ligar de forma especifica a PrP° presente nas
células migratérias. Embora um experimento deste tipo tenha sido de fato
realizado, os dados gerados foram insuficientes para a obtencdo de uma
andlise quantitativa conclusiva. No entanto, se for considerado apenas o
aspecto qualitativo deste mesmo experimento, em nenhuma das
concentragGes de anti - PrP° utilizadas (1:25, 1:50 e 1:100) observou-se uma
alteracdo significativa na organizacdo e morfologia dos halos migratorios

(dados ndo mostrados)
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Figura 13 - Andlise da expressao da proteina do prion celular através de
imunocitoquimica em um modelo in vitro de explantes de zona subventricular.
(A) Imagem de microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC)
demonstrando a organizacdo em cadeias das células migrando a partir dos
explantes de ZSV. Em destaque, imagem em maior aumento de uma cadeia
migratéria composta por varias células. (B) Explante de ZSV corado com
DAPI exibindo um denso halo de nacleos apés 2 DIV. (C) As células do halo
migratorio assim como o interior dos explantes apresentam imunomarcacgao
para a proteina do prion celular. Em detalhe, nota-se o padrdo de marcacao
puntiforme da PrPc ao longo da membrana de uma célula. Barras: (A) 50 mm,
(C) 100 mm, no destaque 50 ym
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Figura 14 - Os halos migratorios ao redor de explantes provenientes de
animais selvagens e animais nocautes para PrPc sdo aparentemente
indistinguiveis quando comparados entre si.(A) Figura representativa da
andlise dos halos migratérios ao redor dos explantes feita através do
programa Image J. N&o h& diferenca significativa (p=0,2031) entre os
perimetros dos halos ao redor de explantes selvagens e nocautes para PrPc
no primeiro dia de cultura (1 DIV) .Esta caracteristica é mantida (p=0,4179)
também no segundo dia de cultura (2 DIV). Ambos os grupos foram tratados
com Imunoglobulinas isoladas de soro de coelho pré-imunizado. Os
perimetros dos explantes foram analisados através de um teste n&o-
paramétrico Mann-Whitney. Barra de Calibracéo 100 pm.
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4.3 - Expressao de Hop/STI1 na zona subventricular

Através de ensaios imunocitoquimicos usando anticorpo policlonal
anti-Hop/STI1, é possivel observar que a proteina Hop/STI1 esta presente em
explantes de ZSV, sejam eles procedentes de camundongos selvagens ou
nocautes para PrP°. Uma andlise preliminar através de microscopia de
fluorescéncia convencional ndo forneceu nenhum indicativo de discrepancia
entre 0 padrdo de expressdo de Hop/STI1 em culturas originérias de animais
dos dois gendtipos. A primeira vista também nao parece possivel discernir se
a imunomarcacdo observada € predominantemente citoplasmética ou
membranar, apesar da aparente presencga da proteina ao redor do soma e ao
longo dos prolongamentos celulares (Fig 15). Outros ensaios
imunocitoquimicos utilizando anticorpos contra Hop/STI1 e PSA-NCAM, a
molécula de adesdo neural que € expressa em neuroblastos da ZSV,
permitiram caracterizar parcialmente os tipos celulares que expressam
Hop/STI1. Analises obtidas através de microscopia confocal demonstram que
células PSA-NCAM positivas também apresentam expressdo de Hop/STI1,
confirmando que tratam-se de neuroblastos da zona subventricular (Fig 16).
No entanto, foram encontradas diferencas nos padrdes de imunomarcagéo
quando as culturas foram submetidas a tratamento permeabilizante com o
detergente Triton. A permeabilizacdo das células antes da incubacdo com
anticorpo anti-ST1 resulta na marcagdo quase total das células contidas no
interior das cadeias migratdrias. Em contrapartida, a detec¢do de Hop/STI1 é
mais esparsa na auséncia de um tratamento com Triton, apenas uma

subpopulacdo das células parece expressar a proteina. Quando analisadas

por microscopia confocal, € possivel notar que sem o tratamento com Triton,
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a expressao de Hop/STI1 est4 restrita aos prolongamentos celulares (Fig 17).
Estes dados sugerem que a localizagdo de Hop/STI1 nas células das cadeias
migratérias é majoritariamente citoplasmética, porém de alguma maneira
estaria sendo externalizada para o meio extracelular.

Com o intuito de verificar o padrédo de expresséo de Hop/STI1 in vivo,
cortes histoldgicos foram preparados para imuno-histoquimica. A imuno-
histoquimica em fatias sagitais, obtidas a partir de cérebros de camundongos
P4 selvagens, revela uma intensa marcagéo de Hop/STI1 em regides como a
zona subventricular, plexo coréide e por toda a via migratoria rostral. No
interior desta via, € possivel identificar varias células expressando Hop/STI1
orientadas em sua maioria na mesma dire¢ao (Fig 18). Nota-se que diferente
das regides que margeiam a RMS apenas os perfis migratérios podem ser
discernidos. Para confirmar os dados de imuno-histoquimica que indicam
expressdo da Hop/STI1 na zona subventricular e verificar a especificidade do
anticorpo utilizado foi realizado um ensaio de western blot a partir do extrato
total de proteinas da ZSV dissecada de cérebros de camundongos selvagens
e nocautes pés-natais (P1). O anti- STI1 reconheceu uma banda Unica na
faixa dos 66 kda, correspondente ao peso molecular da proteina, em extratos

provenientes de camundongos dos dois genotipos (Fig 19).
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Figura 15 - A proteina Hop/STI1 é expressa em células migratérias
provenientes de explantes de ZSV submetidos a permeabilizacdo prévia com
Triton. (A) Imunomarcacdo para o anticorpo que reconhece Hop/STI1 é
observada em células organizadas em cadeias migrando a partir de
explantes de ZSV. (B) Maior aumento da regidao delimitada em (A) demonstra
expressdo de Hop/STI1 ao redor do nucleo e ao longo dos prolongamentos
celulares, ainda pode-se notar que neste caso a totalidade das células nas
cadeias é imunomarcada com o anticorpo. (C) As ceélulas de explantes
obtidos a partir de camundongos nocautes para a proteina do prion mantém a
capacidade migratéria e a organizacdo em cadeias, assim como também
continuam a expressar Hop/STI1.(D) O padrdo de expressado de Hop/STI1
nestas células é indistinguivel em relagdo ao observado em camundongos
selvagens. Barras de calibracgdgo (A) e (C) 100um, (B) e (D) 20um
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Figura 16 - As células migratdrias co-expressam a proteina Hop/STI1 e
o marcador de neuroblastos migratérios PSA-NCAM. (A) Imagem de
microscopia confocal revela que a proteina Hop/STI1 esti expressa ao redor
do nucleo por todo o corpo da célula e ao longo dos prolongamentos das
células organizadas em cadeias. (B) Estas mesmas células sao
imunomarcadas com anticorpo contra PSA-NCAM, revelando a presencga da
molécula de adeséo ao longo das membranas plasmaticas. (C) Sobreposicao
das imagens demonstra o padréo de expressdo das proteinas Hop/STI1 e
PSA-NCAM (D) Cortes confocais ortogonais em células das cadeias sugerem
a auséncia de sitios de co-localizacao destes marcadores. Todas as imagens
foram obtidas através de microscopia confocal. As culturas foram
previamente permeabilizadas com Triton.Barra de calibragdo: 50 ym
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Figura 17 - A proteina Hop/STI1 aparenta ser expressa
predominantemente no citoplasma das células no interior das cadeias
migratérias. (A) Imunomarcagédo para anticorpo contra PSA-NCAM (vermelho)
revela neuroblastos organizados em cadeias. (B) Sem permeabilizag&o prévia
com Triton, a expresséo da proteina Hop/STI1 (verde) esté restrita a alguns
prolongamentos celulares. (C) Sobreposi¢cdo das imagens mostradas em (A)
e (B) revela que células expressando PSA-NCAM apresentam marcacao para
Hop/STI1. Em destaque, cortes confocais ortogonais demonstram a
segregacao dos sitios de expressdo de Hop/STI1 e PSA-NCAM. Todas as
imagens foram obtidas através de microscopia confocal e os nlcleos
celulares foram corados com DAPI. Barra de calibragao: 50 ym
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Figura 18 - Andlise imuno-histoquimica com triton demonstrando expressao
de Hop/STI1 na via migratéria rostral. (A) Imuno-histoquimica para Hop/STI1
em Corte sagital de camundongo poés-nato (P4) evidencia imunoreatividade
ao longo da via migratéria rostral. E possivel observar um fluxo continuo de
células marcadas que se origina na porcdo mais anterior da zona
subventricular e segue em direcdo aos bulbos olfatérios. Em (B), um maior
aumento da regido delimitada em (A), onde a seta indica uma célula com
morfologia migratdria, dotada de prolongamento lider, migrando na
proximidade do ventriculo lateral (seta branca). No detalhe, esquema
representativo da via migratoria rostral em um cérebro de rato pdés-natal
(adaptado de Luskin, 1993). A fotomontagem representa de forma
aproximada a area delimitada em verde no esquema. Barra : (A) 200 mm, (B)
50 ym
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Figura 19 - Deteccdo da proteina Hop/STI1 através de ensaio de
western blot. A banda Unica na faixa de 66 kDa, correspondente ao peso
molecular de Hop/STI1, indica que a proteina esta presente em um extrato
total de proteinas da zona subventricular obtido a partir de camundongos p6s-
natos (P1) selvagens e nocautes. Na parte inferior encontra-se o controle de

carregamento com a-Tubulina 50 kDa.
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4.4 - Tratamento de culturas de explantes com anticorpo que reconhece

Hop/STI1

Os resultados de imuno-marcacdo em cadeias de células migratérias
provenientes de explantes caracterizam a expressao de Hop/STI1 em células
com atividade migratéria. A partir destas evidéncias, a proxima etapa
consistiu na realizacdo de ensaios que demonstrassem o papel funcional
desta proteina na migracdo de neuroblastos da ZSV. Foi utilizado entédo o
modelo de culturas de explantes de ZSV, de modo que 0 comportamento das
cadeias migratérias fosse observado apds o tratamento com anticorpo
policlonal que se liga a esta proteina. Como foram realizados dois tipos de
andlises da migracdo mediante a presenca do anticorpo, os resultados destes

experimentos serdo descritos em dois blocos separados.
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4.5 - Efeito do anti-Hop/STI1 sobre o halo migratério de explantes de

ZSV

A avaliagdo inicial dos efeitos do tratamento com o anti-
Hop/STI1 sobre a migragdo dos neuroblastos de ZSV foi realizada através da
medicdo do perimetro dos halos migratérios formados ao redor dos
explantes. Para isto, foram adquiridas imagens dos explantes antes e 24
horas ap0s o tratamento com o anticorpo. Através de uma analise qualitativa
inicial nota-se que na presenca do anticorpo, os halos migratorios tendem a
apresentar uma dréstica redugcdo de tamanho, se comparados com o perfil
exibido 24 h antes. As cadeias de neuroblastos, antes abundantes na
periferia dos explantes, se tornam escassas e as poucas remanescentes se
organizam de forma mais compacta do que o normal (Fig 20A). De modo a
obter uma analise quantitativa destes resultados, os perimetros dos halos
migratorios foram entédo delineados em dois momentos distintos, antes (1DIV)
e 24 h (2DIV) ap6s o tratamento com o0 anticorpo, para uma analise
estatistica posterior. Inicialmente, sé foi observado como culturas de
explantes obtidos a partir de animais selvagens reagiriam ao anticorpo. A
razdo entre os perimetros obtidos (2DIV/1DIV) dos explantes tratados era
comparada com dois grupos controles distintos. O primeiro grupo controle
consistia de explantes que ndo sofreram nenhuma espécie de manipulacdo
do seu meio de cultura, ja os explantes do segundo grupo foram submetidos
ao tratamento de um anticorpo que reconhece imunoglobulinas de
camundongo, utilizado como controle. Os testes estatisticos realizados (one-

way ANOVA ndo paramétrico) demonstram que o tratamento com o anti-
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Hop/STI1 diminui de forma significativa (p<0,001) os halos migratorios do
grupo tratado em relacdo aos dois grupos controle. Em contrapartida, 0s
perimetros dos halos migratérios do grupo que ndo foi submetido a nenhuma
manipulacdo n&o diferem do grupo tratado com anticorpos que reconhecem
IgGs de camundongo (Fig 20 B). Por este motivo, a partir deste ponto todos
os experimentos foram realizados apenas com um tipo de controle negativo.
Com o objetivo de verificar se estes efeitos observados mediante o
tratamento com anti-Hop/STI1 eram dependentes de proteina do prion, estes
mesmos ensaios foram realizados com explantes de ZSV retirados de
camundongos nocaute para PrP°. Inicialmente, ao serem comparados
explantes de animais selvagens com animais nocautes (one-way ANOVA n&o
paramétrico), ndo foi detectada diferenca significativa entre os explantes
nocautes tratados com o anticorpo e o grupo controle (Fig 21A). No entanto,
se analisados separadamente (Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney), é
possivel notar que ocorre uma redugdo na razdo entre 0s perimetros
(p<0,05), quando os explantes nocautes sdo submetidos ao tratamento com
anti-Hop/STI1 (Fig 21B). Esta discrepancia inicial entre os dados com
explantes nocautes nos motivou a realizar novas abordagens para averiguar
a possibilidade dos efeitos causados pelo tratamento com o0 anticorpo serem
independentes da proteina do prion.

Para tentar elucidar estas questdes, foi realizado um experimento onde
mais uma vez a migracdo de explantes selvagens e nocautes eram
comparadas ap0s tratamento com anticorpos. Desta vez, além da utilizacdo
do anticorpo anti- Hop/STI1, um grupo de explantes selvagens foi tratado com

0 anticorpo contra o peptideo 230-245, capaz de reconhecer de forma
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especifica o dominio de Hop/STI1 responsavel pela sua interagdo com a
proteina do prion (Lopes et al., 2005; Coitinho et al., 2007). Como controle
negativo neste experimento foi utilizado 1gG purificada a partir do soro de um
coelho antes de sua exposi¢do ao antigeno Hop/STI1, desta forma todos os
anticorpos utilizados neste ensaio foram provenientes de coelho, validando o
grupo controle de forma mais adequada. Os resultados, avaliados de forma
semelhante aos experimentos anteriores, revelam que o anticorpo que
reconhece o peptideo 230-245 nao causa efeitos aos halos migratérios dos
explantes selvagens se comparado aos explantes tratados com IgG
irrelevante. No entanto, neste experimento € visivel que os explantes
nocautes tratados com o anti-Hop/STI1 apresentam uma redugdo nos seus
halos migratérios em relagdo aos explantes nocautes submetidos ao
tratamento com IgGs irrelevantes. Porém, esta reducéo € menos significativa
(p<0,05) do que a diferenga observada quando os explantes selvagens sé&o
expostos ao anti-STI1 (p<0,001) (Fig 22). Estes dados indicam que apesar de
ter um efeito mais sutil, na auséncia de PrP°, o anti-Hop/STI1 exerce efeitos
que sdo parcialmente independentes da proteina do prion sobre os halos
migratérios dos explantes de ZSV. Esta hip6tese € corroborada através da
demonstracdo de que os halos ndo séo afetados apds o tratamento com o
anticorpo que reconhece especificamente o sitio responséavel pela interacdo
da proteina Hop/STI1 com a proteina do prion.

O estabelecimento de uma curva dose-resposta do anticorpo
demonstra que o halo migratério ao redor de explantes de animais selvagens
e nocautes é afetado de forma dose-dependente pelo anticorpo que se liga a

Hop/STI1. No entanto, de acordo com os dados anteriores, 0s testes
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estatisticos indicam que as diferencas significativas sédo mais acentuadas nos
halos migratérios de explantes obtidos a partir de animais selvagens (One
way ANOVA, explantes selvagens, IgG irrelevante vs Anti STI1 1:200 p <
0,01; IgG irrelevante vs Anti STI1 1:400 p<0,05. Explantes nocautes, IgG
irrelevante vs Anti STI1 1:200 e IgG irrelevante vs Anti STI1 1:400 p<0,05)
(Fig 23).

Como demonstramos anteriormente a existéncia de padrbes de
expressdo de Hop/STI1 distintos nos halos migratérios, que variam de acordo
com o estado de permeabilizagdo das células, nos indagamos se os efeitos
observados apds tratamento com o anti Hop/STI1 seria decorrente de sua
ligacdo com esta proteina em sitio extra ou intracelular. Esta questdo foi
investigada através de ensaios que consistiam do tratamento com o anticorpo
em culturas ndo fixadas para tentar observar evidéncias capazes de indicar a
internalizagdo do mesmo por parte das células dos explantes de ZSV,
sugerindo uma provéavel interacdo com Hop/STI1 intracelular. Apos 1 hora de
tratamento com o anticorpo, as culturas foram entdo fixadas e
permeabilizadas. Os resultados obtidos nestes ensaios demonstram que s&o
poucas células no interior das cadeias que compdem o halo migratério que
aparentam internalizar o anticorpo. Em algumas cadeias, a imunoreatividade
estava localizada em estruturas semelhantes a prolongamentos, similar ao
padréo de expressdo de Hop/STI1 em cadeias ndo permeabilizadas com
Triton (Fig 24 B, setas). Ja no interior dos explantes, algumas células
apresentaram uma imunoreatividade ao redor dos nucleos corados com
DAPI, sugerindo entdo uma internalizagdo do anticorpo por parte destas

células (Fig 24 A, setas). Curiosamente, era possivel observar estruturas
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fibrilares, que n&o eram dotadas de corpos celulares, envolvendo as cadeias
de neuroblastos (Fig. 24 C). Estas estruturas se encontravam marcadas com
0 anticorpo e esta imunoreatividade sé era observada quando as culturas

eram tratadas com o anticorpo antes de serem fixadas.
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Figura 20 - Tratamento com anti-Hop/STI1 reduz o halo migratério ao
redor dos explantes de zona subventricular. (A) Imagens de contraste
interferencial diferencial representativas de cadeias de células nos halos
migratorios ao redor de explantes de ZSV em 1 DIV e ap6s o tratamento com
anticorpo em 2 DIV. (B) A raz&o entre os perimetros dos halos migratorios do
segundo sobre o primeiro dia in vitro foi comparada através de um teste
ANOVA ndo paramétrico (Teste de Kruskall-Wallis, pds teste de Dunn). A
razdo dos perimetros do grupo de explantes que foi submetido ao tratamento
com anti-Hop/STI1 apresentou decréscimo significativo (p<0,001) em relacao
aos dois grupos controle. Barra de calibrag&o : 100 ym
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Figura 21- Tratamento com anti-Hop/STI1 induz reducdo no halo migratério
ao redor de explantes de zona subventricular provenientes de camundongos
nocautes para PrPc. (A) Quando as razdes entre os perimetros dos halos
migratérios do segundo sobre o primeiro dia foram comparadas atraves de
um teste ANOVA ndo paramétrico (Teste de Kruskall-Wallis, pos-teste de
Dunn), ndo foram encontradas diferencas significativas entre as razdes dos
halos dos camundongos nocautes para PrPc tratados com IgGs irrelevantes e
0os que foram tratados com anti-Hop/STI1. (B) Quando somente as razdes
dos explantes obtidos de camundongos nocautes para PrPc sdo avaliadas
em um teste T ndo paramétrico (Mann-Whitney), foi observada uma diferenca
significativa entre o grupo tratado com IgG irrelevante e o tratado com anti-
Hop/STI1.
fig 21
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Figura 22 - Efeito de redu¢ao dos halos migratérios pelo tratamento com anti-
Hop/STI1 sobre os halos migratérios € parcialmente independente de
PrPc.Em (A) figuras representativas demonstrando o efeito do tratamento de
24h de anti-Hop/STI1 sobre os halos migratérios de explantes nocautes para
PrPc . (B) Comparacéo entre razdes dos halos migratorios controle (tratados
com IgGs irrelevantes) e submetidos a tratamento com anti-Hop/STI1 de
explantes de camundongos selvagens e nocautes para PrPc. Nota-se que
nos explantes de camundongos selvagens, o anti-Hop/STI1 induz reducéo
significativa (p<0.001) dos halos migratérios se comparado aos grupos
controle e tratado com anticorpo que reconhece o peptideo 230-245, que
corresponde a regido de reconhecimento de Hop/STI1 pela PrPc. Quando
submetidos ao tratamento com anti-Hop/STI1, os halos ao redor dos
explantes provenientes de camundongos nocautes para PrPc também sofrem
reducgéo significativa em relagéo aos explantes submetidos a tratamento com
IgG irrelevante (p<0,05). Analise estatistica realizada através de teste
ANOVA néo paramétrico, Kruskall-Wallis, pos-teste de Dunn. Barra de
calibragéo: 100 ym.
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Figura 23- Efeito do tratamento do anti-Hop/STI1 sobre os halos migratérios €
dose-dependente.(A) Curva dose-resposta do efeito do anti-Hop/STI1 sobre
halos migratérios ao redor de explantes selvagens (One way ANOVA nao
paramétrico, 1gG irrel. vs Anti-Hop/STI1 1:200, p<0,01; IgG irrel.vs Anti-
Hop/STI1 1:400, p<0,05; IgG irrelevante vs Anti-Hop/STI1 1:500 e 1:600,
p>0,05). (B) Curva dose-resposta do efeito do anti-Hop/STI1 sobre halos
migratorio ao redor de explantes nocautes para PrPc (One way ANOVA nédo
paramétrico, 1gG irrelevante vs Anti-Hop/STI1 1:200, p<0,05; IgG irrelevante
vs Anti-Hop/STI1 1:400, p<0,05; IgG irrelevante vs Anti-Hop/STI1 1:600,
p>0,05).
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Figura 24 - Células no interior dos explantes de ZSV sdo capazes de
internalizar o anti Hop/STI1 ao contrario das células nas cadeias migratérias
(A) Apds incubacdo das culturas com anti Hop/STI1 por 1 hora, algumas
células apresentam imunoreatividade ao redor de nicleos corados com DAPI
(seta branca). No detalhe, controle da reacédo utilizando apenas anticorpo
secundéario, demonstrando total auséncia de imunofluorescéncia. (B) A
escassa marcagcdo detectada nas cadeias parece restrita a alguns
prolongamentos celulares (seta branca) mas ndo apresentam marcacao
citoplasmaética tipica. (C) Estruturas fibrilares ndo-identificadas ao redor das
cadeias aparentam ser imunoreativas para o anti-Hop/STI1. Barras: (A) 50
mm, (B) e (C) 20 ym
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4.6 - Videomicroscopia de tempo intervalado

Para se obter uma melhor compreensdo de como o anti-Hop/STI1
afetaria a migrac&o dos neuroblastos, os explantes de ZSV foram analisados
através de videomicroscopia de tempo intervalado. Utilizando esta forma de
andlise é possivel visualizar detalhadamente o comportamento de
neuroblastos individuais, assim como de cadeias inteiras que se originam a
partir dos explantes. As aquisicdes de imagens eram feitas a partir do
momento em que as primeiras cadeias migratérias se tornavam visiveis,
periodo que variava de 12h-24h ap6s o plaqueamento dos explantes, e cada
ciclo de captura tinha uma duracdo meédia de 4-5h. Um ciclo inicial era
sempre realizado de modo a registrar o padrdao normal de migracdo dos
neuroblastos. Conforme previamente descrito por Wichterle e colaboradores
(Wichterle et al., 1997), em condi¢cbes normais estas células apresentam um
comportamento altamente dinamico, exibindo uma migracéo bidirecional ao
longo das cadeias. O deslocamento das células era intercalado por periodos
estacionarios, caracterizando esta migracdo como saltatéria. Embora seja
possivel discernir com certa facilidade neuroblastos individuais migrando,
rastred-los por muito tempo é inviavel, pois estas células se deslocam com
frequéncia de regibes onde a densidade celular é esparsa para regides
altamente povoadas por neuroblastos organizados de forma compacta. Uma
vez que as células em processo migratdrio atingem estas éareas a
identificacdo dos limites individuais de neuroblastos fica comprometida (Fig
25). Apos o término do periodo inicial de aquisicdo de imagens, o meio de

cultura utilizado era substituido por meio de cultura acrescido de anti-
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Hop/STI1. Uma vez tratadas com o anticorpo, 0 comportamento das cadeias
sofre modificagcdes drasticas. Antes dinamicos, a maioria dos neuroblastos
observados apresentam uma consideravel redugdo de mobilidade.
Entretanto, apesar da auséncia de mobilidade observada, o rastreamento
individual de neuroblastos por muito tempo também é dificil de ser efetuado.
Isto ocorre porque embora os neuroblastos tenham um perfil mais estatico, as
cadeias em que eles se encontram exibem um movimento retrégrado lento.
Durante estes processos de retracdo, devido ao agrupamento das células em
seu interior, as cadeias tendem a se tornar ainda mais compactas, resultando
assim numa dificuldade em se discernir limites celulares individuais (Fig 26).
Quando o meio contendo anticorpos era substituido, todas estas
caracteristicas eram revertidas, dando lugar ao comportamento migratorio
que foi descrito em condigdes normais (Fig 27).

Através de uma analise posterior das imagens adquiridas, a partir de
uma amostragem contendo trés subpopulagbes celulares distintas foram
calculadas as velocidades médias dos movimentos migratérios. A primeira
subpopulacéo consistia de células selecionadas antes do tratamento com o
anticorpo e as outras duas eram conjuntos de células analisados depois do
tratamento e durante o processo de reversédo dos efeitos do anticorpo. De
acordo com os dados ja descritos, o tratamento com o anticorpo afeta a
mobilidade geral das células e este efeito se reflete diretamente sobre a
velocidade média das subpopulagdes analisadas. O valor das velocidades
médias, estipulado antes do tratamento com o anticorpo (2,198 pm/minuto %
0,2467, n=12) é muito superior ao que é observado em células na presenca

do anti-Hop/STIM1 (0,5729 pm/minuto + 0,086, n=7). Apés a remogédo do
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anticorpo do meio de cultura, as velocidades médias apresentam um
aumento, porém ndo alcangam os mesmos niveis que foram observados
antes do inicio do tratamento (1,183 ym % 0,117, n = 9), indicando que os
efeitos causados pelo anticorpo sdo parcialmente revertidos. Uma analise
estatistica destes dados revela diferenca significativa entre as velocidades
médias das células antes do tratamento com anticorpo se comparadas com
os valores obtidos apds o tratamento ( Teste T ndo-pareado, p = 0,0001). A
diferenca também pode ser observada entre as velocidades médias das
células tratadas e durante a retomada dos movimentos apés a retirada do
anticorpo (Teste T n&o pareado, p = 0,0014) (Figs 28 e 29).

A partir da andlise destes dados, é possivel sugerir que a reducao dos
halos migratérios observada anteriormente é consequéncia do processo de
retragdo das cadeias que ocorre apés o tratamento com o anti-Hop/STI1. O
fato destes efeitos serem revertidos mediante a retirada do anticorpo do meio
de cultura, indica que a inibicdo da migracdo ndo é decorrente de um
processo de toxicidade inespecifica.

A analise através de videomicroscopia de tempo intervalado também
demonstra efeitos similares do tratamento com anti-Hop/STI1 sobre explantes
obtidos de animais nocautes para PrP°. A observacdo detalhada do
comportamento das cadeias de neuroblastos antes da exposigéo ao anticorpo
revela um padréo similar ao que foi descrito previamente para explantes
provenientes de animais selvagens. De fato, as velocidades médias celulares
observadas em ambos 0s genoétipos confirmam esta impressdo inicial
(velocidade média de células selvagens, 2,198 ym/minuto + 0,2467, n=12;

velocidade média de células nocautes para PrP¢, 2,094 um/minuto + 0,1510,

84



n=14, Teste T ndo pareado, p=0,7141) (Fig 30 A). Estes dados corroboram a
hip6tese de que a migragdo em cadeia em animais nocautes e selvagens é
indistinguivel.

Esta similaridade entre os comportamentos destas duas populacdes €
mais uma vez observada na presenca do anti-Hop/STI1, pois além das
alteragcbes na organizagdo das cadeias decorrentes do tratamento com
anticorpo, ocorre uma reducgéo significativa da velocidade média das células
provenientes de animais nocaute pra PrP¢ (0,6889 ym/min + 0,1131 n= 9,
Teste T néo pareado, p<0,0001) (Fig 30 B).

A inibicdo da motilidade celular e a retracdo das cadeias de
neuroblastos nao foram observadas quando os explantes foram expostos a
imunoglobulinas purificadas a partir do soro pré-imune de coelho, que foram
utiizadas como controle negativo, tampouco quando o tratamento foi
efetuado com anticorpo policlonal que reconhece Hop/STI1 proveniente de
outro animal (coelho 36, 0,64 ug/ul) sugerindo que os efeitos observados sao
causados especificamente pela ligagdo do anticorpo obtido do coelho 33 a

determinados epitopos da Hop/STI1 presente nas cadeias.

85



142

minutos A
mi:ltlf!:iﬁ B
mif'l?.,l?.’lJS c
miiﬂns D

Figura 25 - Padrdo de migracdo de cadeias de neuroblastos de
explantes de ZSV através de analise de videomicroscopia de tempo
intervalado. Aos 142 minutos (A) uma cadeia comega a se formar. A
posicdo da sua extremidade mais distal no momento de origem &
indicada pela linha pontilhada. Os minutos seguintes (B,C) séo
caracterizados por uma intensa movimentacao bidirecional de células,
gue migram em direcao ao explante e a extremidade distal das cadeias
(setas pretas) . Na cadeia exemplificada, ao término do periodo de
aquisicao de imagens (D), um maior nimero de células se deslocou
em direcao a extremidade distal das cadeia e esta avangou em relagao
a posicdo que ocupava inicialmente. Barra de calibragdo: 20 pm
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Figura 26 - Efeito do tratamento com anti-Hop/STI1 em cadeias de
neuroblastos provenientes de explantes de ZSV analisado através de analise
de videomicroscopia de tempo intervalado. Nota-se uma retragcdo continua e
sincronizada das cadeias ao longo das 4 horas de aquisi¢céo de imagens. Em
A, uma cadeia aos 78 minutos inicia o processo de retracdo em direcdo ao
explante. E possivel notar que nos minutos seguintes (B, C) os contornos
celulares no interior das cadeias se tornam quase indistinguiveis. Aos 242
minutos (D) as cadeias completam o processo de retracdo, notar a posicao
da extremidade distal das cadeias no momento inicial, indicada pela linha
pontilhada. Barra de calibragdo: 20 um.

87



0

minutos A
mi::tns B
mi:iﬁll':ns ¢
miﬁ:ns D

Figura 27 - Reversédo do efeito provocado pelo anti-Hop/STI1 apés troca do
meio de cultura. Apos a retirada do meio contendo o anticorpo o padréo de
mobilidade celular é restaurado e as cadeias cessam 0 processo de retracao.
No momento inicial de aquisicdo de imagens (A), as extremidades distais das
cadeias se apresentam com varios prolongamentos. Nos minutos seguintes
as células parecem migrar sobre estes prolongamentos, de modo que se
acumulam nas porc¢des mais distais das cadeias. As células sao depositadas
de forma continua na extremidade das cadeias resultando em um avanco
destas em relacdo a posicao inicial indicada pela linha pontilhada. Barra de
calibragéo: 20 ym
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Figura 28 - Representacfes das trajetérias percorridas por algumas células
no interior das cadeias ao redor dos explantes de ZSV durante diferentes
periodos de tempo. (A) Trajetéria de uma célula no interior de uma cadeia
rastreada por 24 minutos antes do tratamento com anti-Hop/STI1. (B) Na
presenca do anticorpo uma célula percorre uma trajetoria mais curta em um
periodo de tempo mais prolongado, revelando mobilidade celular prejudicada.
(C) A retirada do anticorpo é acompanhada por uma retomada de
movimentos celulares similares aos da etapa inicial. Barra : 20 ym
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Figura 29 - Tratamento com o anti-Hop/STI1 altera a velocidade média de
células no interior das cadeias migratorias. (A) Antes do tratamento com o
anticorpo a média das velocidades médias de um grupo de células
corresponde a 2,20 mm/minuto, na presenca do anticorpo a velocidade média
das células é reduzida de forma significativa (média da velocidade = 0,57
mm/minuto, Teste Mann-Whitney, p=0,0005).(B) A média das velocidades
médias de um grupo de células apds a retirada do anticorpo(1,18 mm/min)
aumenta de forma significativa em relacdo ao valor na presenca do
anticorpo(0,57mm/min, Teste Mann-Whitney, p=0,0012).
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Figura 30 - Tratamento com anti-Hop/STI1 reduz a velocidade média de
células de explantes obtidos a partir de animais nocautes para PrPc. (A)
Gréfico demonstrando que antes do tratamento com o anti-Hop/STI1, ndo ha
diferencas significativa entre as velocidades médias de um grupo de células
selvagens e nocaute (Teste T ndo pareado, p=0,7141). (B) O tratamento com
anti-Hop/STI1 reduz a velocidade média de células nocaute de forma
significativa (Teste T nao pareado, p<0,0001).
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4.7 - Tratamento com proteina recombinante STI1

Os resultados obtidos até agora através da utilizacdo do anti-Hop/STI1
sugerem um papel funcional desta proteina na migracdo de neuroblastos da
zona subventricular. Contudo, neste modelo a ligagdo do anticorpo com a
proteina ainda ndo foi caracterizada como agonista ou antagonista, desta
forma nossos dados ainda séo insuficientes para inferir sobre qual seria a
verdadeira fungdo de Hop/STI1 na migragdo de neuroblastos da ZSV.

Dados prévios da literatura relatam que efeitos biol6gicos resultantes
da adicdo de Hop/STI1 recombinante em culturas de neurdnios dissociados
podem ser observados a partir de uma concentragao de 0,1 uM (Lima et al.,
2007). Para investigar se efeitos semelhantes ocorreriam em nosso modelo,
as culturas de explantes de ZSV foram tratadas com Hop/STI1 recombinante
em concentragdes que variaram de 0,5 uyM até 10 uM e os efeitos deste
tratamento foram observados através da andlise de videomicroscopia de
tempo intervalado, assim como através da avaliagdo dos perimetros dos
halos migratorios ao redor dos explantes apos 24 horas de tratamento.
Inicialmente foram avaliados os efeitos nas culturas decorrentes de uma
exposicdo de 24 horas a concentragdes diferentes da proteina recombinante
(3 M, 5 uM, 4 uM e 4,5 pM). Néao foram identificadas mudancas visiveis nos
halos migratérios ou na organizacdo das cadeias, semelhante as alteragfes
que sdo observadas quando as mesmas sdo expostas ao anti-STI1, apds o
tratamento com proteina recombinante. Mesmo apds a medicdo dos
perimetros dos halos migratorios antes e 24 horas pos-tratamento ndo foram
detectadas diferencas significativas (Fig 31, one-way ANOVA néo

parameétrico, p = 0,9572).
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A possibilidade dos efeitos provocados pelo tratamento com proteina
recombinante serem mais sutis do que os observados apés adigcdo do
anticorpo, poderiam justificar a auséncia de efeitos nos ensaios de halo
migratério. Neste caso, talvez alteragées na migragdo sé fossem detectadas
através de uma andlise mais detalhada e por este motivo realizamos a
videomicroscopia de tempo intervalado. No entanto, ao contrario do que
ocorreu apoés o tratamento com o anti-Hop/STI1, o tratamento com Hop/STI1
recombinante ndo resultou em nenhuma mudanga drastica no
comportamento migratério das células em cadeia. Os movimentos celulares
que foram registrados durante 4 horas antes do tratamento com a proteina
recombinante apresentam o padrdo caracteristico descrito previamente, com
células bastante dindmicas e que se deslocam bidirecionalmente. Este
comportamento € mantido durante as 4 horas seguintes, mesmo apés o
tratamento com Hop/STI1 recombinante em diferentes concentra¢des (0,5,
1,5, 3 e 10 uM, n=4, 1 explante avaliado para cada concentragdo). Como
nenhuma destas concentragfes gerou um resultado qualitativo visivel, foi
realizada uma andlise quantitativa a partir da obtencdo da velocidade média
das células migratérias. Conforme foi estabelecido previamente em explantes
tratados com anti-Hop/STI1, utilizando-se da distancia migrada em
determinados periodos de tempo, foi calculada a velocidade média de
diferentes células, antes e apos o tratamento com Hop/STI1 recombinante em
todas as concentra¢des utilizadas. A analise estatistica (Teste Mann-Whitney)

ndo indicou diferencas significativas na velocidade média de células antes e

depois de serem submetidas ao tratamento em nenhuma das concentragoes
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utilizadas (0,5 uM, p = 0,1111; 1,5 M, p = 0,8413; 3 uM, p= 0,6905, 10 uM,

p=0,7879) (Fig 32).

4.8 - Formacao de agregados celulares

Foram realizados ensaios de formagédo de agregados celulares, para
avaliar possiveis alteracdes nas relagbes adesivas intracelulares apos
tratamento com o anticorpo, sugeridas pela analise de videomicroscopia de
tempo intervalado. Células dissociadas a partir da ZSV foram separadas em
dois grupos experimentais, o grupo controle, tratado com IgG irrelevante e o
experimental tratado com o anticorpo que reconhece a proteina Hop/STI1,
induzidas a formar agregados celulares através de um ensaio de gotas
pendentes. Os agregados formados foram analisados ao longo de diferentes
periodos de tempo, conforme descrito na secdo de “Materiais e Métodos”.
Decorridos 30 minutos, é possivel observar a presenca de agregados ao lado
de algumas células dissociadas, nos dois grupos experimentais. Estes
agregados possuem tamanhos variados, sendo que 0S menores Sao
constituidos por 3-4 células, enquanto que na maioria das vezes, o numero
absoluto de células que compdem os maiores ndo pode ser determinado com
precisdo. De modo a obter um parametro de comparagdo entre os dois
grupos experimentais e tendo em vista a impossibilidade de identificar o
ndmero total de células por agregado, foram calculados o numero
aproximado de agregados formados, assim como foram realizadas medidas
de area dos mesmos. No primeiro tempo analisado, aos 30 minutos, as areas

dos agregados obtidas a partir dos dois grupos experimentais nao
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apresentam diferenca estatistica significativa (Area dos agregados tratados
com IgG irrelevante = 380,1 um? + 29,93, area dos agregados tratados com
Anti-Hop/STI1 = 358, 5 um? + 35.29, teste Mann-Whitney, p =0,0866) (Fig 33

B), entretanto, o numero de agregados formados nas gotas pendentes
tratadas com IgG irrelevante é superior ao encontrado no grupo submetido ao
tratamento com anticorpo (359 e 279, respectivamente) (Fig. 33 A). Este
namero varia de acordo com o tempo de observacao, de modo que cerca de
1 hora ap6s o estabelecimento das gotas suspensas, enquanto o ndmero de
agregados na situagdo controle se manteve constante (352), ocorreu uma
diminuicdo do numero de agregados observado na condicdo tratada com o
anticorpo (163), porém ainda ndo sédo observadas diferencas significativas em
relagdo as areas (Teste Mann Whitney, p= 0,2541). Por fim, no dltimo tempo
analisado, 1 hora e 25 minutos apés o inicio do ensaio, de acordo com a
tendéncia observada no tempo anterior, o nimero dos agregados no grupo
controle ndo sofre grande variacdo (378) enquanto o nimero de agregados
no grupo tratado com anticorpo contra Hop/STI1 é bastante inferior (117)
quando comparado com o tempo inicial (Fig 34 A). Além disso, ao contrario
dos tempos analisados anteriormente, as areas dos dois grupos apresentam

uma diferenca estatistica significativa (Teste Mann-Whitney, p=0,0019), onde

I+

as médias das areas das células tratadas com anti-Hop/STI1 (1276 pm?

I+

209.4) sdo maiores do que as observadas no grupo controle (618,4. um?
59,10) (Fig 34 B). Estes resultados parecem indicar que na presenca do anti-
Hop/STI1 as células da ZSV teriam uma tendéncia a agregacao, talvez por

uma alteragdo em mecanismos de regulagdo de adeséo intercelulares,
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justificando assim a reduc¢é@o do numero de agregados totais e 0 aumento da

area dos mesmos.
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Figura 31 - Tratamento com Hop/STI1 recombinante nas concentragbes de
3,5 mM, 4mM e 4,5 uyM nédo altera os halos migratérios ao redor dos
explantes de ZSV. Os perimetros foram obtidos no primeiro dia de cultura (1
DIV) antes do tratamento com Hop/STI1 recombinante e no segundo dia
(2DIV), 24 horas ap6s adicdo da proteina. As razdes entre 0s perimetros
demonstram que os halos dos explantes ndo sofrem alteracdo na presenca
de Hop/STI1 recombinante (p=0,9572). Andlise estatistica foi realizada
através da utilizacao de teste ANOVA ndo-paramétrico.

97



A Yelocidade média Hop!/STH Rec 0,5 ph B Velocidada Media HoprSTIH Rec 1,5 pW

3.5 3.5+
3.0 ai 1.0 =
F1 * 2.5
E 2.0= E 2.0 _— _-.-_-' &
g 15 . g 15 : .,
= N i 1.0 %
1.5+ 11,5
a0 ; ; 0.0 ' 1
& el bl il
B‘ib\} Q.E;“Q' h;__l'\- .ﬁ:\
"\.{t -E-t' J'Bn <uf"
F a5 3 S
& & f o
o o &
Velocidade média Hop/STH Ree 3 pM Valocidade média Hop/STH Rec 10 pM
C 1.Em . & D 2.5m a
1.5+ &
1.4+ & 2.4
1.34
o1 £ 5 i
E o £ :
1.0 : " =
0.5 ' 0.5+
11.E~
o ; - 0. T .
ﬁ‘? ".1"‘-& nﬁf n?'?
o« Gl o &
& S ; &
& & ‘@f i
3 . ol
Q’ea & o~ q‘“@

Figura 32 - Tratamento com Hop/STI1 recombinante ndo parece alterar a
velocidade média de células migratorias. Células migrando ao redor dos
explantes de ZSV foram selecionadas e rastreadas por periodos variaveis de
tempo através de andlise de videomicroscopia de tempo intervalado. A
velocidade média das células nao sofreu alteracbes significativas apos o
tratamento com Hop/STI1 recombinante nas concentragbes demonstradas
0,5 mM(A) , 1,5 mM (B), 3 mM (C) e 10 mM (D). Andlises estatisticas
realizadas através de Teste Mann-Whitney (0,5 mM, p = 0,1111; 1,5 mM, p =
0,8413; 3 mM, p = 0,6905; 10 mM, p = 0,7879) .
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Figura 33 - Analise do nimero e area dos agregados 30 minutos apds o inicio
do ensaio de gotas suspensas. (A) O numero de agregados € similar nas
gotas que foram tratadas com IgG irrelevante ou Anti Hop/STI1. No detalhe,
representacdes de alguns agregados formados apds este periodo de tempo.
(B) As areas dos agregados formados na presenca de IgG irrelevante ou Anti
Hop/STI1 nédo diferem de forma significativa (Teste Mann-Whitney,
p=0,0866).Barra:50um
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Figura 34 - NUmero e area de agregados celulares 85 minutos apés o inicio
do ensaio de gotas suspensas.(A) O numero de agregados detectados nas
gotas tratadas com anti-Hop/STI1(117) corresponde a menos da metade
(378) do numero de agregados formados nas gotas tratadas com IgG
irrelevante. (B) A area dos agregados formados na presenca do anti-
Hop/STI1 é significativamente maior do que as areas de agregados tratados
com 1IgG irrelevante (Teste Mann-Whitney, p=0,0019). Barra: 50 pm
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5 - Discussao

Demonstramos neste trabalho, através dos modelos in vitro
empregados, que a auséncia de PrP° ndo parece afetar a migracéo
tangencial de células neurais. Por outro lado, nossos dados sugerem que o
ligante de PrP°, a proteina Hop/STI1 desempenha um papel importante na

migracdo de neuroblastos da zona subventricular pos-natal.

5.1 - Células neurais que ndo expressam a proteina do prion celular

ainda mantém a capacidade migratéria

Os resultados que obtivemos através da andlise de co-culturas de
fatias organotipicas, assim como de culturas de explantes de zona
subventricular, indicam que células derivadas de animais nocautes para a
proteina do prion celular (PrP“") exibem um padrdo de migracdo sem
alteragbes drasticas em relacdo as células retiradas de animais selvagens.
Estes dados remetem parcialmente & estudos prévios da literatura que
demonstraram que a auséncia de PrP® ndo compromete a migracdo de
timocitos no interior do timo (Terra-Granado et al., 2007). No entanto, este
mesmo trabalho demonstra que alteragdes s&o observadas no timo de
camundongos que super-expressam PrP°.

Em nosso trabalho, a analise morfoldgica de células eGFP migratérias sobre
fatias corticais demonstra que os comprimentos e grau de ramificagdo de
neuritos também n&o sdo alterados na auséncia de PrP°. Estes dados s&o

intrigantes se considerarmos que recentemente foi demonstrado que quando

neurdnios de hemisférios cerebrais nocaute para PrP° sdo cultivados sobre
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astrécitos também PrP®” estes desenvolvem neuritos mais curtos (Lima et
al., 2007). O mesmo ocorre quando neurdnios PrP°" sdo cultivados sobre
astrécitos selvagens. Em nosso trabalho estamos estudando uma
subpopulacdo das células cerebrais, especificamente 0s neurdnios
GABAérgicos da eminéncia ganglionar que colonizardo o cértex cerebral.
Estudamos células PrP“" que migram e diferenciam em fatias de cortex
cerebral selvagem. No trabalho de Lima e colaboradores, toda a populagao
cerebral é incluida em sua amostra — células em diferentes estagios de
diferenciagéo, diferentes tipos celulares etc. Seria interessante saber se entre
os fenodtipos neuronais identificados pelo grupo estdo neurdnios
GABAérgicos. E possivel que os componentes celulares e moleculares
produzidos pelas fatias corticais sejam mais complexos e que possam
compensar pela auséncia da proteina do prion. E possivel também que
estejamos analisando nossas células em estagios mais precoces e que
posteriormente estas pudessem desenvolver diferengas.

NOs consideramos que os métodos de quantificagdo utilizados na
analise das co-culturas sdo efetivos para avaliar a migracdo das células
desde a sua saida das eminéncias ganglionares até a sua entrada no cortex,
porém eles fornecem pouca informacdo em relagdo ao padrdo de migracao
intracortical destas células. J4 havia sido demonstrado que a clivagem de
ancoras de GPI através do tratamento de fatias corticais com a enzima
fosfolipase C especifica para fosfatidilinositol (PI-PLC) néo altera o padrao de
migracdo intracortical dos neurénios GABAérgicos (Tanaka et al., 2003),
indicando que a PrP° e outras proteinas que estdo associadas as membranas

plasméticas através de éancoras de GPl como TAG-1 poderiam regular
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apenas a migracado dos inteneurénios ao longo do trajeto telencéfalo basal-
cortex, descartando um papel para as mesmas no deslocamento intracortical
destes interneurénios.

Nossa hipétese inicial previa que possivelmente o baixo limiar para
inducdo de surtos epilépticos exibido em algumas linhagens de PrP® " (Walz
et al., 1999) poderia ser explicada pela diminuicdo do aporte de neurbnios
GABAérgicos para 0 cOrtex cerebral por defeitos na migracdo deste
subconjunto de neurdnios. Nestes animais ha evidéncias eletrofisiologicas de
aumento nos niveis de excitabilidade neuronal. Outras explicacdes para este
fendmeno também se adicionam ao nosso resultado indicando que os niveis
de GABA possivelmente ndo estédo estejam na base desta patologia nestes
animais. Animais PrP° " condicionais cuja a Cre recombinase é expressa sob
regulagdo do promotor que codifica a expressdo de neurofilamento (NFH) e
que acredita-se sO € expressa em animais pos-natos ainda assim
desenvolvem altos niveis de excitabilidade neuronal (Malucci et al., 2002). Ou
seja, depois da colonizagdo do cértex cerebral por neurénios GABAEérgicos.
Alguns dados de nossos colaboradores realizados paralelamente ao nosso
trabalho (Arantes et al., dados n&o publicados) ndo detectaram diferengas
substanciais nos niveis de GAD65 no cortex cerebral destes animais em
vérias idades do desenvolvimento e no adulto medidos por Western Blot.

Nossos resultados ndo descartam por completo a possibilidade da
auséncia da influéncia de PrP° sobre a migracédo de interneurdnios oriundos
das eminéncias ganglionares. Para uma comprovacdo definitiva desta
hipotese, seria interessante realizar uma andlise de rastreamento desta

populagdo celular in vivo, algo que poderia ser realizado através do emprego
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de tracadores celulares ou do rastreamento de populag¢des inteiras utilizando
animais transgénicos especificos. Resultados obtidos a partir da analise
exclusiva de animais nocautes sao particularmente vulneraveis a criticas,
devido aos possiveis mecanismos compensatorios atuantes nos organismos
de animais transgénicos. Embora nossos resultados sejam derivados da
andlise de animais nocautes para PrP°, o modelo de co-culturas empregado,
onde células nocaute migram sobre um substrato selvagem, estaria, em
teoria, minimizando a influéncia de mecanismos compensatorios neste
modelo. A andlise da migracdo das células nocautes ainda complementa
dados prévios do nosso grupo que demonstraram que células selvagens
provenientes da eminéncia ganglionar retém a capacidade de migrar sobre o
cortex de animais nocautes (Costa et al., dados ndo publicados). Deste
modo, estes resultados, quando analisados em conjunto, fornecem um
panorama acerca da relevancia de PrP° neste evento migratdrio, seja através
da observacdo dos efeitos da auséncia de PrP° nas células das eminéncias,
assim como no ambiente migratorio.

Frequentemente, estudos de neurobiologia do desenvolvimento
procuram correlacionar a expressédo espago-temporal de variadas moléculas
com eventos especificos da ontogénese do sistema nervoso central. Esta
abordagem muitas vezes pode originar resultados controversos, decorrentes
de variacdes nas espécies, anticorpos e técnicas empregadas, gerando
assim conclusdes equivocadas. Um dos fatores que sugeria uma fungéo para
PrP® na migracdo neuronal, foram os resultados demonstrados por Salés e
colaboradores (Salés et al., 2002) onde foi proposto um papel de PrP°® sobre

extensdo axonal. Conforme ja foi mencionado, algumas moléculas capazes
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de atuar na regulacdo do direcionamento axonal podem também estar
envolvidas em eventos de migragcdo de neurbnios (Tessier-Lavigne e
Goodman, 1996). Porém, de acordo com dados de estudos mais recentes, a
expressdo axonal de PrP¢ atinge o seu apice ap6s o término da fase de
crescimento neuritico (Galvan et al., 2005), contestando desta maneira a
hipétese de um papel de PrP® na extensdo de axonios.

A expressdo de PrP° que observamos em células originadas a partir de
explantes de zona subventricular poderia ser um indicativo da importancia
desta proteina na migracdo em cadeia. Em adultos, a expressdo de PrP°
descrita na zona subventricular demonstra que os niveis mais altos desta
proteina foram detectados em células maduras néo proliferativas periféricas a
SVZ propriamente dita (Steele et al., 2005). Estas células expressam NeuN,
marcador indicativo de neurdnios diferenciados. Deste modo, se um papel de
PrP® na migracdo em cadeias for inferido baseado na sua expressdo em
periodos pos-natais, deve-se supor que os fatores que regulam estes eventos
migratdrios nas primeiras semanas diferem dos que estédo envolvidos na fase
adulta. Embora existam estudos descrevendo modificagbes no padrdo de
migracdo destes neuroblastos que ocorreriam ao longo de periodos pos-
natais (Peretto et al., 2005), assim como a atuacdo de algumas moléculas
regulando apenas a migracdo de neuroblastos em estagios poOs-natais
precoces (Bovetti et al., 2007), ndo temos conhecimento de indicios na
literatura relatando a influéncia de PrP° sobre a migracdo em cadeia de
neuroblastos. Os nossos resultados obtidos com animais nocautes
demonstram que os neuroblastos mantém a capacidade migratéria, que pode

ser caracterizada de forma qualitativa e quantitativa como sendo
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praticamente indistinguivel em relagdo aos animais selvagens. Corroborando
esta hipétese, o tratamento com um anticorpo que reconhece PrP°¢ em
camundongos suicos selvagens também ndo resultou em alteracbes
significativas nos halos migratérios ao redor de explantes de ZSV. Talvez a
chave para a compreens&o dos papéis fisioldgicos de PrP° esteja contida em
estudos com animais nocautes condicionais para esta proteina e também no
emprego de inibicdo especifica da funcdo da mesma através de RNAs de

interferéncia.

5.2 - Inibicdo da mobilidade celular ap6s tratamento com anticorpo anti

Hop/STI1

Os nossos resultados de videomicroscopia de tempo intervalado
demonstram que o tratamento com o anticorpo que reconhece a proteina
Hop/STI1 acarreta em uma visivel redu¢do dos movimentos celulares. Este
fendbmeno ocorre tanto no interior das cadeias, como também nas bordas
externas dos explantes de ZSV. Esta redugdo de mobilidade pode ser
representada de forma quantitativa ao se comparar a velocidade média das
células migratérias antes e apds o tratamento com o anticorpo. Utilizando o
mesmo modelo de explantes de ZSV, ja foi demonstrado que o bloqueio de
juncdes comunicantes entre as células das cadeias, através de variados
tratamentos farmacoldgicos, resultam em inibicdo dos movimentos celulares
(Marins et al., 2008 submetido). No entanto, é importante ressaltar as
diferengcas existentes entre os dois tipos de inibicAo de mobilidade

observados. As células submetidas a tratamento com anti-Hop/STI1

106



apresentam uma interrupgéo parcial de mobilidade, ao passo que na situagao
de bloqueio de comunicagéo juncional a inibicdo dos movimentos celulares
aparentam ser mais drasticos. Outros pontos contrastantes podem ser
observados entre os dois estudos. Apenas o tratamento com anticorpo que
reconhece Hop/STI1 resulta em uma modificacdo visivel no modo de
organizacdo das cadeias, transformando-as em estruturas que se
assemelham a um sincicio, visto que a identificacdo dos corpos celulares é
bastante prejudicada. Ao contrario do estudo de Marins e colaboradores,
observamos também que apés esta modificagdo na organizagdo das células
no interior das cadeias, estas tendem a sofrer colapsos abruptos, retraindo-se
rapidamente no sentido dos explantes. Conforme foi descrito anteriormente,
as células visualizadas através de videomicroscopia de tempo intervalado
apresentam uma migracdo bidirecional, porém estas células nunca se
direcionam para o explante da forma macica e sincronizada que é
caracteristica do colapso apdés o tratamento com o anticorpo. Estas
observagfes indicam que 0os mecanismos envolvidos na migragao retrograda
e no colapso séo essencialmente distintos.

A analise destes dados torna possivel inferir que o bloqueio de juncdes
comunicantes e o tratamento com o anti-Hop/STI1 podem afetar o micro-
ambiente celular de formas distintas, porém os dois tratamentos geram um
efeito global semelhante, a inibicdo da migragéo dos neuroblastos da ZSV.

Embora o conjunto de resultados atuais ndo seja capaz de fornecer um
parecer definitivo a respeito do mecanismo de acgdo da proteina Hop/STI1
sobre a migracdo dos neuroblastos, algumas hipéteses podem ser

formuladas e serdo apresentadas nas sec¢des seguintes.
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5.3 - A proteina Hop/STI1 como reguladora de migracédo neuronal

A maioria dos nossos resultados foram obtidos a partir da observagéo
do comportamento migratério de células da ZSV apds o tratamento com
anticorpo que reconhece a proteina Hop/STI1. Ensaios de Western Blot
realizados com este mesmo anticorpo a partir de extratos totais de proteina
da zona subventricular apresentam uma banda Unica, correspondente ao
peso molecular j& descrito para esta proteina, garantindo desta maneira a
especificidade do anticorpo em relacdo a proteina em estudo. A auséncia de
efeitos sobre os halos migratérios de culturas de explantes tratadas com o
anti-peptideo 230-245, assim como o anti-Hop/STI1 obtido a partir de outro
animal, reforcam a hipotese de um efeito do anti-Hop/STI1 utilizado nos
ensaios funcionais sobre epitopos especificos desta proteina presente nos
neuroblastos. Estes resultados negativos reduzem a possibilidade da inibigéo
de mobilidade celular ser causada por uma agregacdo inespecifica de
proteinas na superficie dos neuroblastos, pois supostamente estes anticorpos
reconheceriam a mesma molécula.

No entanto, a mera observagdo dos efeitos da ligagdo do anticorpo
com a Hop/STI1 presente nas células migratérias ndo é capaz de esclarecer
de forma concreta a fungéo real da proteina nestes eventos migratérios. Isto
se deve ao fato de que ndo podemos afirmar neste momento se esta ligacao
do anticorpo a proteina contribuiria para uma ativacao ou inibicdo da mesma.

No entanto, uma analise conjunta de alguns de nossos resultados e de
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estudos prévios da literatura podem indicar mecanismos de agdo sendo
modulados por Hop/STI1.

A proteina Hop/STI1 é uma co-chaperona que ao ser externalizada
pode atuar como ligante de PrP° na face externa da membrana plasmatica
(Zanata et al., 2002), uma propriedade que sugere o desempenho de fun¢des
bioldgicas em dois meios celulares distintos.

Esta dualidade no padréo de expressdo aparenta estar presente nos
neuroblastos migratérios da ZSV, pois dependendo do estado de
permeabilizacdo das membranas celulares € possivel observar diferengas no
padrdo de expressédo da proteina Hop/STI1. Porém, ndo podemos afirmar no
presente momento quais destes dois componentes, extracelular ou
intracelular, seriam mais relevantes para a migracado dos mesmos, ou ainda
se a atuacdo sinérgica das porcbes extra e intracelulares da proteina
poderiam contribuir para a migracdo de neuroblastos. E possivel, que a
metodologia empregada neste trabalho n&o seja capaz de discernir de forma
fidedigna a presenca de porgoes extracelulares de Hop/STI1. Desta maneira,
para uma comprovacdo definitiva desta hipotese, seria necesséaria a analise
de fragOes celulares de membrana e do citoplasma destes neuroblastos.
Contudo, uma localizagdo na superficie celular de Hop/STI1 ja foi proposta
em cultura de neur6nios hipocampais utilizando metodologias semelhantes as
empregadas neste estudo (Lopes et al., 2005). Curiosamente, em contraste
com nossos resultados, a presumivel localizagdo de Hop/STI1 na superficie
celular destes neurdnios hipocampais esta restrita ao corpo celular e ndo aos

neuritos, sugerindo desta maneira que a expressdao de Hop/STI1 na
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superficie dos prolongamentos poderia ser exclusiva de células em atividade
migratoria.

E interessante observar que caso se confirme em definitivo a presenca
de Hop/STI1 na superficie celular dos neuroblastos migratorios, suas
supostas fungfes extracelulares podem ndo estar vinculadas a proteina do
prion celular. Isto se deve principalmente ao fato de que nossos resultados
indicam que os efeitos observados em decorréncia do tratamento com anti-
Hop/STI1 sdo independentes da expressdo de PrP°. Embora a analise inicial
dos halos migratérios sugira que os efeitos seriam apenas parcialmente
independentes de PrP° devido ao grau de significAncia menor demonstrado
pelos testes estatisticos utilizados, observacBes realizadas através de
videomicroscopia de tempo intervalado demonstram que o comportamento
migratério de neuroblastos desprovidos de PrP° e selvagens sdo
indistinguiveis antes e ap0s o tratamento com anticorpo. Além disso, 0s
resultados do tratamento com anti-peptideo 230-245 corroboram a hipotese
de um efeito de Hop/STI1 independente de PrP° sobre a migracdo dos
neuroblastos. Efeitos neuroprotetores independentes de PrP¢ decorrentes do
tratamento com o mesmo anticorpo ja haviam sido previamente observados
em um modelo de indugdo de morte celular na retina de ratos (Arruda-
Carvalho et al., 2007). A partir destas evidéncias seria possivel supor que a
Hop/STI1 presente na superficie celular destas células estaria interagindo
com outras proteinas para regular este evento migratorio.

Caso seja realmente confirmada uma fungéo extracelular Hop/STI1,
esta poderia estar sendo exercida através da interacdo com a proteina

HSP90. A formacdo de heterocomplexos protéicos contendo Hop/STI1,

110



HSP90 e HSP70 ja havia sido descrita no meio intracelular (Odunuga et al.,
2004), no entanto outros dados prévios da literatura indicam que HSP90 e
talvez Hop/STI1 podem também ter papel bioldgico importante na superficie
celular (Eustace et al., 2004).

Desta forma, ja foi demonstrada a presenca de HSP90 na superficie
celular de células granulares do cerebelo, células de Schwann e linhagens de
células tumorais in vitro (Sidera et al., 2004;2008). De modo similar aos
nossos resultados, foi observado que o tratamento com anticorpos policlonais
que reconhecem de forma especifica a chaperona HSP90 inibe a migracédo
de todos os tipos celulares que expressam a proteina em suas superficies.
Aparentemente, esta inibicdo da migracdo estd associada a alteracdes na
organizacgéo das fibras de F-actina do citoesqueleto. A retragcdo das cadeias
migratérias observada mediante tratamento com anti-Hop/STI1 pode ser
causada por semelhante reorganizagdo do citoesqueleto dos neuroblastos
em processo de migracdo. Esta possibilidade poderia ser averiguada através
da comparagédo da disposi¢do do citoesqueleto dos neuroblastos migratorios
utilizando marcadores fluorescentes de actina como a faloidina conjugada a
rodamina entre células submetidas ou nédo a tratamento com o anti Hop/STI1.

Os dois estudos de Sidera e colaboradores (2004; 2008) atribuem os
efeitos observados sobre a migracdo a ligagdo do anticorpo com HSP90
presente na superficie celular, visto que ensaios com células tumorais
demonstraram que o anticorpo ndo parece estar sendo internalizado pelas
mesmas. Utilizando protocolos semelhantes, observamos que apds um
periodo de 1 hora de incubagdo, poucas células em nossas culturas

aparentavam ter internalizado o anti-Hop/ STI1. Apesar da auséncia de
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resultados com tempos maiores de tratamento com o anticorpo, que
poderiam sugerir que a internalizacdo sé ocorreria ap0s exposicdes mais
prolongadas, neste periodo de tempo Unico em que foi avaliada a
possibilidade do anticorpo ser internalizado ja podem ser observados os
efeitos de inibicdo de motilidade celular, assim como de retragdo de cadeias
migratérias. Portanto, os efeitos observados em nosso modelo devem ser
consequéncia de uma acdo do anticorpo sobre a Hop/STI1 localizada na
superficie celular dos neuroblastos.

No estudo onde foram utilizadas células tumorais (Sidera et al., 2008),
foi sugerido que anticorpos que reconhecem especificamente HSP90 afetam
a interacdo entre esta chaperona e um dominio extracelular do receptor HER-
2, da familia ErbB dos receptores de fator de crescimento epidermais (EGF)
tirosina cinase. Estes receptores ativam, através de sua capacidade de
fosforilacdo de proteinas, cascatas de sinaliza¢@o intracelular que resultam
na reorganizagao do citoesqueleto, justificando desta maneira a inibicdo da
motilidade celular decorrente do tratamento com o anticorpo.

Um dos papéis intracelulares mais notdrios da chaperona HSP90 é
sua capacidade de manter receptores de hormdnios esterdides em um estado
conformacional que permita a sua interacdo com seus ligantes. E importante
observar que para exercer suas funcdes, frequentemente a HSP90 esti
associada a outras proteinas através de heterocomplexos de chaperonas
(Pratt et al., 2003), a secre¢do de varios elementos caracteristicos de
maquinarias de chaperonas pode ser um indicativo da existéncia destes
heterocomplexos no meio extracelular (Eustace et al., 2004). Deste modo, €

possivel supor que nestes provaveis heterocomplexos extracelulares, HSP90
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também poderia regular a conformacdo de receptores especificos que
poderiam estar agindo sobre vias de sinalizagéo fundamentais para o controle
da motilidade celular. Neste modelo, a proteina Hop/STI1, assim como outras
proteinas destes heterocomplexos, poderiam ser essenciais para permitir que
HSP90 execute suas fungcbes de chaperona na superficie celular. Sendo
assim, os efeitos que observamos a partir do tratamento com anti Hop/STI1
sobre a migragcdo dos neuroblastos poderiam ser indiretos, causados na
realidade por uma perda da capacidade de HSP90 em modular a
conformagdo de receptores essenciais para a ativagdo de cascatas de
sinalizacdo de migracdo celular. Esta perda de capacidade por sua vez
poderia ser ocasionada por uma inibicdo no processo de formacdo destes
heterocomplexos extracelulares apos a ligacdo do anticorpo com a Hop/STI1
de superficie celular.

Embora especulativa, alguns dados da literatura sustentam esta
hipétese. Ja foi demonstrada a expresséo de varios tipos de receptores com
atividade tirosina cinase em células da via migratéria rostral, que liga a
porcdo mais anterior da ZSV com o bulbo olfatério. Animais nocautes ou
nocautes condicionais para alguns deles, como EGFR e ErbB4 (Threadgill et
al., 1995; Anton et al., 2004) apresentam altera¢cdes na organizagao desta via
migratéria, assim como aparentes anomalias na migracdo neuronal em
decorréncia da auséncia destes receptores. Os receptores Eph, que se ligam
as efrinas, sdo outra classe de receptores tirosina cinase presente na zona
subventricular, cuja inibicdo in vivo € capaz de interromper a migracado dos
neuroblastos (Conover et al.,, 2000). Mais recentemente, foi cogitado um

papel para os receptores Met e trkB, que s&o estimulados por seus ligantes
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HGF (sigla para fator de crescimento de hepatécitos) e BDNF (fator
neurotrofico derivado do cérebro), respectivamente (Chiaramello et al., 2007;
Garzotto et al.,, 2008) neste tipo de migragdo. Portanto, a manutengdo da
atividade destes receptores, tarefa que pode estar sendo desempenhada por
heterocomplexos extracelulares, pode ser crucial para que a migragdo em
cadeias se estabelega de forma correta.

A possibilidade do tratamento com anti Hop/STI1 resultar em um efeito
indireto causado por uma alteragdo na fungdo normal de HSP90 poderia
justificar os dados obtidos através da utilizacdo da proteina STI1
recombinante. Apds o tratamento com a proteina ndo foram observadas, em
nenhuma das concentragdes utilizadas, alteragbes significativas seja no halo
migratério ao redor dos explantes, como na velocidade média das células. Foi
demonstrado que HSP90 se liga com alta afinidade a Hop/STI1 e que esta
co-chaperona se encontra majoritariamente associada a HSP90 em lisados
de reticulécitos (Silverstein et al., 1999; Murphy et al., 2001; Hernandez et al.,
2002). No entanto, ndo sabemos se h& correlato desta ligagdo no ambiente
extracelular. Uma hipétese seria a de que grande parte da HSP90
extracelular ja se encontre associada com Hop/STI1, deste modo os sitios de
ligagdo de ambas as proteinas ja poderiam estar saturados, resultando assim
na auséncia de efeitos biolégicos significativos causados pela adi¢cdo de STI1
exogena. Da mesma maneira, talvez a etapa limitante do processo fosse o
ndmero de receptores presentes na superficie celular que poderiam estar
associados com o suposto heterocomplexo de chaperonas extracelular. Em
contrapartida, as concentracdes de HSP90 parecem ser maiores do que as

de Hop/STI1 no interior da célula. Se este fato puder ser extrapolado para o
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meio extracelular, é provavel que a deteccdo de algum efeito através da
utilizacdo de STI1 recombinante s6 ocorra em concentracdes superiores em
relacdo as que foram utilizadas neste estudo. Outro ponto a ser levantado é o
de que a previsédo de exacerbacgéo da migragéo correlacionada ao aumento
da concentragdo de um dado elemento participante da complexa rede de
interac6es bioquimicas subjacentes & migracdo parece um tanto quanto
simplista.

A andlise do meio condicionado de culturas de explantes de zona
subventricular pode ser a chave para a constatagdo da existéncia ou néo de
heterocomplexos de chaperonas no meio extracelular. Dados adicionais séo
necessarios para a confirmacgdo da secrecado desta proteina por neuroblastos
da ZSV. As andlises do meio-condicionado destas culturas e experimentos de
imunoprecipitacdo poderiam mostrar em nosso modelo se Hop/STI1 poderia

estar interagindo com elementos de heterocomplexos como o formado por

HSP90.

5.4 - Alteracdo na adesdo célula-célula apds tratamento com anti

Hop/STI1

A julgar pelo comportamento das células no interior das cadeias apos
0 tratamento com o anticorpo, visualizado através da videomicroscopia de
tempo intervalado, é razoavel supor que a proteina Hop/STI1 possa modular
as relagbes adesivas entre células migratorias. Para que a migracao
neuronofilica, caracteristica dos neuroblastos da zona subventricular, ocorra

de maneira correta € necessaria a manutengdo de um balango entre forgcas
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atuantes no aumento ou diminui¢cdo da adeséo. O tratamento com o anticorpo
que reconhece Hop/STI1 pode afetar este balango, resultando em uma
modificagdo na interacdo adesiva dos neuroblastos com o substrato sobre o
qual eles migram, ou entdo com as células vizinhas no interior das cadeias.
De fato, nossos experimentos de formagdo de agregados celulares sugerem
um aumento na adesao intercelular entre células da zona subventricular,
embora tenham sido avaliadas alteragcdes na adesédo da populacdo das
células totais da ZSV e ndo apenas a por¢cdo que corresponde aos
neuroblastos migratorios. Até o presente momento, ndo temos conhecimento
sobre uma possivel influéncia de Hop/STI1 sobre processos de adeséo
celular. No entanto, existem evidéncias da importancia de HSP90 atuando em
mecanismos relacionados com adesdo, mais especificamente a adeséo
célula-matriz extracelular. Desta forma, ja foi demonstrado em estudos
utilizando células endoteliais que a inibicdo de HSP90 impede a fosforilagdo
de cinases de adesdo focal (FAK) através da ativagdo de receptores de
fatores de crescimento endoteliais vasculares (VEGFR) (Rousseau et al.,
2000; Masson-Gadais et al., 2003). A FAK néao fosforilada por sua vez é
incapaz de recrutar as proteinas Paxilina e Vinculina para os pontos de
adesd@o focal, resultando assim em inibicAo da migracdo de células
endoteliais.

Estes estudos indicam um papel intracelular de HSP90 na regulagéo
de ades@o e migragdo celular em contraponto a hipotese de atuacdo de
HSP90 extracelular ja proposta. Sendo assim, em nosso modelo, pode-se
supor que o tratamento com anti Hop/STI1 seria capaz de desabilitar a fungao

da HSP90 intracelular responsavel pela fosforilagdo de FAK, isso resultaria
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na perda de adesdo dos neuroblastos migratérios com proteinas de matriz
extracelular presentes no Matrigel, causando o colapso das cadeias
observado. No entanto, os nossos resultados sugerem que o anti-Hop/STI1
pode estar agindo predominantemente na superficie celular devido aos
baixos niveis de internalizagdo do anticorpo.

Se esta acgdo intracelular do anticorpo for descartada, poderiamos
supor que através de algum mecanismo desconhecido, a Hop/STI1 presente
na superficie celular modularia o equilibrio adesivo necessério para a
formacdo de cadeias migratérias. Para que isto ocorra, a hipétese mais
provavel consistiria de uma possivel interagdo, direta ou indireta, com
moléculas presentes na membrana extracelular capazes de influenciar a
adesdo destes neuroblastos. Devido aos efeitos observados em nossos
resultados, a escolha mais Obvia recairia sobre a forma da molécula de
adesd@o neural (NCAM) contendo acido polisialico. Conforme ja foi proposto
em estudos prévios, o &cido polisidlico associado a esta isoforma atenuaria a
adeséao intercelular, permitindo a movimentagdo dos neuroblastos no interior
das cadeias (Ono et al,1994). Receptores presentes na membrana
plasméatica como o ErbB4 e ApoEr2 também aparentam agir sobre a
manutencdo destas forcas adesivas, porém de forma antagdnica, pois
enquanto o primeiro se mostra imprescindivel para a formacdo de cadeias
(Anton et al., 2004), a associagdao do segundo com o seu ligante, a
glicoproteina reelina, resulta na perda da organizagdo em cadeias, induzindo
as células a migrarem individualmente (Hack et al., 2002).

Nao temos conhecimento de evidéncias na literatura que indiquem

uma interacdo de Hop/STI1 presente na superficie celular com estas
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moléculas mencionadas, porém devido aos nossos resultados, julgamos
relevante em experimentos futuros analisar se estas interagdes existem e de
que maneira elas poderiam estar ocorrendo. E importante ressaltar, no
entanto, que estas interagbes poderiam estar ocorrendo indiretamente,
através do modelo proposto de heterocomplexos de chaperonas
extracelulares. De fato, caso a existéncia e a funcionalidade de tais
complexos seja comprovada, assim como sua importancia ha manutencao da
conformacdo funcional de receptores, outras hipoteses podem ser
formuladas.

Alguns estudos prévios j& demonstraram que a inibicdo de receptores
da familia EGF em células epiteliais e também de linhagens tumorais
resultam em um aumento de adesdao intercelular através de alteragbes nos
niveis de expressao de subtipos de caderinas (al Moustafa et al., 1999; Lorch
et al., 2004). Da mesma forma como ja foram descritos receptores EGF na
via migratéria rostral (Caric et al., 2001), a expressdo de N-Caderinas em
neuroblastos migrando em cadeias ja foi demonstrada (Chauvet et al., 2003).
Considerando que estes heterocomplexos seriam fundamentais para
preservar a atividade funcional de receptores da familia EGF, seria plausivel
supor que ao se ligar a Hop/STI1 o anticorpo poderia afetar deste modo a
funcéo de HSP90, impossibilitando a manutencdo da conformagéo funcional
de receptores EGF, resultando em um aumento da expressédo de moléculas
de ades@o. Estes niveis elevados de moléculas de adesé@o poderiam entdo
justificar a formagao de agregados maiores e principalmente afetar o balango
adesivo 6timo entre os neuroblastos das cadeias e que possibilita a migracao

celular bem sucedida, resultando assim na inibicdo de migracédo e o
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subsequente colapso das cadeias observado. Resultados semelhantes,
porém contrastantes foram obtidos em experimentos que avaliaram a
migracdo de queratinécitos (Hintermann et al.,, 2005). Neste estudo
especifico, demonstrou-se que anticorpos monoclonais seriam capazes de
ativar integrinas a6p4, através da inducdo de agregacdo das mesmas, e a
subsequente formacdo de complexos de integrinas com receptores ErbB2.
Esta interacdo resulta na inibicido da migragdo de queratinécitos, através de
um aumento das adesdes intercelulares que seria consequéncia da alteragéo
no nivel de expresséo de caderinas.

A partir destas evidéncias, uma outra possibilidade que deve ser
considerada consistiria em uma possivel ativagdo da proteina Hop/STI1
mediante a sua ligagdo com o anticorpo, ao invés de uma inibicdo de sua
fungdo proposta nos modelos hipotéticos ja descritos. Evidéncias na literatura
propdem que a proteina Hop/STI1 poderia se organizar na forma de
mondmeros ou dimeros, de modo que a transicdo entre estes dois estados
facilitaria o desempenho de suas fungbes de co-chaperona (Van der Spuy et
al.,, 2001). Talvez a ligagéo do anticorpo com a Hop/STI1 poderia ser capaz
de induzir a dimerizagdo da mesma, resultando em sua ativagdo. No caso da
proteina Hop/STI1 estar desempenhando fungbes na regulacdo de adesdes
intercelulares, esta ativagcdo resultante da sua ligagdo com o anticorpo
poderia acarretar em um aumento exacerbado da funcdo normal desta
proteina, gerando um desequilibrio entre as forgas adesivas necessarias para
a manutenc¢do da atividade migratoria dos neuroblastos.

Ainda néo é possivel desenvolver um modelo definitivo que seja capaz

de justificar os resultados obtidos neste trabalho. Porém, os efeitos do anti-
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Hop/STI1 sobre a migragdo dos neuroblastos da zona subventricular se
assemelham aos resultados obtidos nos estudos de Sidera e colaboradores
(Sidera et al., 2004; 2008), tornando assim a hipétese de complexos de
heterochaperonas extracelulares possivel de ser proposta para nosso modelo
(Fig. 35 A). No entanto, a ja mencionada interacdo de Hop/STI1 com PrP¢ e
sua influéncia sobre aspectos da neuritogénese podem indicar que esta co-
chaperona poderia interagir diretamente com outros parceiros moleculares
extracelulares, capazes de mediar eventos de migracao celular (Fig. 35B).
Esta possibilidade estaria de acordo com nossos resultados que sugerem um
papel de Hop/STI1 independente de sua interagdo com a proteina do Prion.

Estes dois modelos hipotéticos propdem que de acordo com o modo de
atuacdo de Hop/STI1 na superficie celular, que poderia consistir de
interacdes diretas com moléculas ainda desconhecidas, ou participando da
formacdo de heterocomplexos protéicos, seriam desencadeadas diferentes
cascatas de sinalizagéo intracelular. Estas cascatas por sua vez poderiam
influenciar relacdes adesivas intercelulares e/ou a organizagdo do
citoesqueleto de actina, resultando assim na inibicdo dos movimentos

celulares.

Fig 35
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Figura 35 - Esquema ilustrando modelos ja demonstrados e hipotéticos de
interagdes extracelulares de Hop/STI1. (A) Hop/STI1 atua como um ligante de
superficie celular para PrPc (Zanata et al., 2002) e esta interacdo € capaz de
mediar neuritogénese (Lopes et al,.2005) . (B) Os efeitos do tratamento com
anti-Hop/STI1 independentes de PrPc sugerem uma interagdo na superficie
celular com outras moléculas ainda ndo identificadas que poderia
desencadear cascatas de sinalizagdo intracelular que alterariam relagbes
adesivas intercelulares, resultando em uma inibicgho dos movimentos
migratérios celulares. (C) A presenca de Hop/STI1 e Hsp90 ja foi descrita no
meio extracelular (Eustace et al, 2004), porém a interacdo destas proteinas
formando heterocomplexos de chaperonas funcionais e seu consequente
papel na ativagao de receptores tirosina cinase ainda néo foram descritos.
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6 - Conclusodes

1. Nossos resultados mostraram que a proteina do prion ndo exerce
papel determinante na migragéo tangencial axonofilica e homofilica de
neurbnios da eminéncia ganglionar e da zona subventricular

respectivamente

2. Demonstramos que a proteina Hop/STI1, conhecido ligante de PrP°,

interfere na migragéo de neuroblastos da SVZ.

3. Os efeitos sobre a migragcdo mediados pelo anticorpo contra Hop/STI1
parecem ser independentes de PrP° e predominantemente
extracelulares. Estes efeitos consistem na diminuicdo da velocidade

migratdria dos neuroblastos e no colapso de cadeias migratorias.

4. Hipotetizamos que a proteina Hop/STI1 regula a adesao célula-célula

importante para a migracao de neuroblastos.
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