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RESUMO

7

A proteina prion celular (PrP¢) € é uma glicoproteina de 33-35 kDa ligada a
membrana através de uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Esta
presente em diversos tecidos, sendo encontrada com maior abundéancia nos
neurdénios do sistema nervoso. Uma modificacdo conformacional de PrP°¢ para
sua isoforma patogénica (PrPS¢) é responsavel pelas encefalopatias
espongiformes transmissiveis (TSEs). Apesar de PrP°¢ ser conservado entre
varias espécies, s6 recentemente a funcao fisioldgica dessa proteina comecou
a ser elucidada. Varios dados indicam que PrP¢ seja uma proteina envolvida
em complexos multiprotéicos e, dependendo das interacBes realizadas,
desempenhe funcbes diferentes, tais como: neuritogénese, neuroprotecao,
adesdo celular, regulacdo da funcdo sindptica, entre outros. Evidéncias na
literatura indicam que PrP¢ estad presente no sistema olfatorio (no epitélio e
bulbo olfatérios) e participa na discriminagdo do olfato. A forma patogénica
dessa proteina, PrPs¢, encontra-se amplamente depositada em células do
sistema olfatério e sua presenca em secre¢fes nasais, sugere que o epitélio
olfatério seja uma via de transmissao das doencas. Com a finalidade de tentar
elucidar o papel fisiologico de PrP¢ no olfato, o presente trabalho teve como
objetivo identificar ligantes dessa proteina, através da varredura de uma
biblioteca de cDNA de epitélio olfatério pelo sistema de duplo-hibrido em
leveduras. Para isso, construiu-se uma isca correspondente a PrP¢ a qual foi
expressa de maneira estavel nas leveduras e ndo se mostrou capaz de auto-
ativar os genes reporteres da sistema de duplo-hibrido. Empregou-se essa isca
na varredura de uma biblioteca de cDNA de epitélio olfatério através da técnica
de mating e apos as etapas de selecdo, 10 possiveis candidatos a ligantes de
PrP¢ foram identificados. De modo geral, sé&o ligantes envolvidos nas vias de
transporte de vesiculas e citoesqueleto ou na apoptose. Ensaios de co-
imunoprecipitacdo e de pull down foram utilizados para a confirmacdo de
algumas dessas interacdes. Apenas a ligacdo de beta-catenina com PrP¢ foi
confirmada por pull-down, sugerindo um papel relevante dessa interacdo nos
processos sinapticos e de inducdo de morte neuronal. Novos ensaios deverao
ser realizados para a confirmacéo das demais interacdes. O presente trabalho
contribuiu na identificacdo de ligantes inéditos de PrP¢ o que pode ajudar na
elucidacdo de seu papel fisiolégico, nas compreensdo das bases moleculares
do olfato, bem como na determinacdo de alvos terapéuticos para as doencas
relacionadas.

Palavras-chave: PrP¢, duplo hibrido em leveduras, epitélio olfatério.



ABSTRACT

The cellular prion protein (PrP°) is a 33-35 kDa glycoprotein, bound to cell
membrane via a glicosilfosfatidilinusitol (GPI) anchor. It is present in many
tissues and is found in greater abundance in neurons of the nervous system. A
conformational change of PrP¢ to its pathogenic isoform (PrPs°) is responsible
for diseases named transmissible spongiform encephalopathies (TSEs). While
PrP¢ is conserved among different species, only recently the physiological
function of this protein began to be elucidated. Several data indicate that PrP¢
is involved in different functions, such as neuritogenesis, neuroprotection, cell
adhesion, regulation of synaptic function, among others. Evidence in the
literature indicate that PrP°¢ is present in the olfactory system (olfactory
epithelium and bulb) and participates in the olfaction discrimination. The
pathogenic form of the protein, PrPS¢, is largely deposited in the cells of
olfactory system and its presence in nasal secretions suggests transmission of
diseases via olfactory epithelium. In order to address the physiological role of
PrPC in olfaction, the present study aimed to identify ligands of this protein by
screening a cDNA library of olfactory epithelium using the yeast two-hybrid
system. For this, a bait corresponding to PrP¢ was constructed and was stably
expressed in yeast and was not able to self-activate the reporter genes of the
two-hybrid system. We applied this bait to screen the olfactory epithelium cDNA
library through the technique of mating. At the end of process selection 10
potential candidates for PrP¢ ligands were identified. Most of them are involved
in vesicle trafficking pathway, cytoskeletal and apoptosis. Co-
immunoprecipitation and pull down assays were used to confirm some of these
interactions. Only the binding of PrP¢ with beta-catenin was validated by pull-
down, suggesting a role of this interaction in the processes of synaptic and
neuronal death induction. Other experiments should be performed to confirm
the others interactions. This work contributed to the identification of novel PrP¢
molecular patterns, which may help in the elucidation of PrP¢ physiological role,
in understanding the molecular basis of smell, as well as for determining
therapeutic targets for diseases.

Key-words: PrP¢, yeast two-hybrid system, olfactory epithelium.
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1 INTRODUCAO

Como sera visto, o objetivo principal do presente trabalho é o de
identificar e caracterizar ligantes para a proteina prion celular (PrP¢) no epitélio
olfatério. Essa molécula se encontra na superficie de varios tipos celulares e é
abundante no sistema nervoso central. Uma de suas propriedades mais
notdveis consiste na capacidade de sofrer mudancgas estruturais e gerar uma
isoforma denominada de Scrapie (PrP*¢), agente etioldgico de varias doencas
conhecidas como encefalopatias espongiformes transmissiveis. Apesar de PrP¢
ser conservado entre varias espécies, sO recentemente a funcao fisiologica
dessa proteina comecou a ser elucidada. Véarios dados indicam que PrP¢ seja
uma proteina envolvida em complexos multiprotéicos e, dependendo das
interacbes realizadas, desempenhe funcBes diferentes, tais como:
neuritogénese, neuroprotecdo, adesao celular, regulacdo da funcdo sindptica,
entre outros (MARTINS et. al., 2010). Evidéncias na literatura indicam que PrP¢
esta presente no sistema olfatério (no epitélio e bulbo olfatérios) e participa na
discriminacéo do olfato. A forma patogénica dessa proteina, PrPS¢, encontra-se
amplamente depositada em células do sistema olfatério e sua presenca em
secre¢des nasais, sugere que o epitélio olfatério seja uma via de transmissao
das doencas. Assim, a identificacdo de ligantes de PrP¢ no contexto do epitélio
olfatério pode trazer pistas importantes de seu papel no olfato e também
podera ajudar no desenvolvimento de terapias para o tratamento e para evitar a
transmissao das doencas relacionadas.

Assim, o presente trabalho prop6e identificar ligantes de PrP¢ através do
sistema de duplo-hibrido, usando uma biblioteca de cDNA de epitélio olfatério.
As interacOes obtidas poderéo trazer pistas importantes sobre o papel de PrP¢
no olfato, ajudar no esclarecimento da transmissédo das doengas associadas,

além de contribuir para desvendar as bases moleculares do olfato.
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1.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo principal identificar e caracterizar
interacdes realizadas entre PrP¢ e outras proteinas expressas no epitélio
olfatério de camundongo através do sistema de duplo-hibrido em leveduras.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste projeto incluem:

1) Realizacdo da varredura da biblioteca de cDNA de epitélio olfatério de
camundongo com a isca correspondente a PrP¢ (previamente construida) ;
2) ldentificacédo dos ligantes obtidos;

3) Confirmacao das interacdes obtidas;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O SISTEMA OLFATORIO

Uma enorme quantidade de moléculas volateis, com as mais variadas
estruturas quimicas, podem ser detectadas e discriminadas pelo sistema
olfatério dos mamiferos. Os homens, por exemplo, que apresentam o sentido
do olfato pouco desenvolvido em relagcdo aos outros animais, sdo capazes de
reconhecer cerca de 10.000 aromas diferentes. Esse poder discriminatorio do
sistema olfativo vem sendo amplamente estudado e ainda ha muitas questdes
nao respondidas sobre esse assunto.

Dois sistemas olfatorios desenvolveram-se na maioria dos animais. O
sistema olfatério principal ou comum, que € o sensor do meio ambiente
utilizado pelos animais para encontrar comida, por exemplo. Um sistema
olfatério secundario ou acessério desenvolveu-se com a funcéo especifica de
encontrar um parceiro receptivo. Conhecido como sistema vomeronasal, esse
sistema olfatério reconhece sinais espécie-especificos produzidos por um dos
sexos, e é reconhecido pelo outro, influenciando o comportamento sexual
(FIRESTEIN, 2001).

O sistema olfatério é relativamente simples se considerar que, dos
receptores periféricos até as areas ligadas a emocado ou areas cognitivas, ha
apenas uma sinapse que acontece no bulbo olfatério e outra nas areas
superiores do sistema nervoso central. Ao contrario das outras modalidades
sensoriais dos mamiferos, o olfato ndo passa as informacdes pelo talamo. Ele
atinge diretamente o cortex apés passar pelo bulbo. Isso significa que o bulbo
olfatério € responsavel, sozinho, pela realizacdo de todo o processamento
sensorial do olfato para que a informacéo figue em uma linguagem acessivel
para o resto do cérebro (WILSON, R. I.; MAINEN, 2006).

As substancias odorantes sao detectadas por diversos receptores
expressos por neurdnios olfatérios sensoriais (NOS) no epitélio olfatorio
principal. Aparentemente, cada neurbnio expressa um unico receptor olfatorio
(OR de olfactory receptor), mas ainda ha davidas quanto a isso. Sabe-se
também que um uUnico receptor é capaz de reconhecer mais de um odor, e que

varios OR s&o ativados por um Uunico odorante. Entretanto, substancias
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diferentes ativam grupos de receptores diferentes (MOMBAERTS, 2006;
MALNIC et al., 1999; VASSAR et al., 1994). Sendo assim, receptores olfatérios
sdo usados em combinacdo, de modo que se poderiam gerar mais de um
bilhdo de diferentes “cddigos de odores”, permitindo a identificagcdo de uma
quantidade quase ilimitada de substancias odoriferas (MALNIC, B et al. (1999).

As bases moleculares do olfato vém sendo elucidadas e a descoberta
dos ORs se mostrou essencial para o melhor entendimento da capacidade
discriminatoria deste sentido. Os ORs sdo membros da superfamilia de
receptores acoplados a proteina G (GPCR) e séo principalmente expressos no
epitélio olfatério, localizando-se na membrana celular dos neurdnios sensoriais
deste tecido. Possuem uma estrutura de sete dominios transmembrana,
caracteristico da familia GPCR. Cerca de mil genes para esses receptores
foram identificados nos mamiferos, fazendo desta a maior superfamilia de
genes nesses animais. A estrutura genética comum é formada por uma regido
codificadora sem introns de cerca de uma quilobase, terminada por uma regido
de poliadenilacdo, além de regibes separadas de éxons nao-codificadores
(ZHANG et al., 2004; ZHANG & FIRESTEIN, 2002). Apesar da grande
variabilidade de receptores, o reconhecimento de odores requer uma estratégia
de combinagcdo em que a maioria dos receptores é capaz de reconhecer mais
de um odorante (provavelmente relacionados quimicamente). Os receptores
sdo ligados a proteina G e possuem regifes de hipervariabilidade nos locais
em que provavelmente ocorre a conexao com os ligantes. Depois que essa
interacdo ocorre, uma cascata de eventos se inicia e transforma a energia
quimica da ligacdo em um sinal neuronal (através da proteina G).

A técnica utilizada neste trabalho foi o duplo hibrido em leveduras. Ela é
uma tecnologia bastante usada nos dias de hoje para detectar interacdes
proteicas in vivo. Durante o seu poOs-doutorado, a orientadora do presente
trabalho padronizou e desenvolveu no laboratério da Dra. Bettina Malnic
(Depto. Bioquimica-IQ, USP) um sistema de duplo-hibrido em leveduras para
identificar proteinas ligantes de receptores olfatérios. Outra ferramenta
importante produzida foi uma biblioteca de cDNA de epitélio olfatorio.
Varreduras dessa biblioteca com diferentes iscas foram realizadas e atestaram
gue a representatividade das mensagens do epitélio olfatério foi mantida na
biblioteca em questdo (KERR et al., 2008; VON DANNECKER et al., 2005). A
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técnica esta descrita em detalhes no item Material e Métodos. Como sera visto,
a metodologia do duplo-hibrido foi utilizada para a identificacdo de ligantes da
proteina prion celular (PrP¢), a qual sera descrita nos proximos itens, sobretudo

no contexto do olfato.

2.2 PRIONS E A PROTEINA PRION CELULAR

A proteina prion celular (PrP¢) € uma glicoproteina de 33-35 kDa que é
ligada & membrana através de uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI)
apos a clivagem de um peptideo sinal de 22 aminoacidos. A proteina contém
uma ponta flexivel N terminal de 100 aminoacidos. Trés dominios de alfa-hélice
interespagados por dois dominios de beta-conformagdo formam um dominio
globular (LINDEN et al. , 2008). A presenca da ancora de GPI parece ter pouco
efeito na conformacdo da proteina na membrana celular, mas ainda nao se
sabe se pode eventualmente alterar a sua fungdo biologica. (LINDEN et al.
2008).

O PrP¢ estd normalmente presente em varios tecidos e tipos celulares,
mas estd mais concentrada no sistema nervoso central (BENDHEIM et al.,
1992). Nas doencas relacionadas aos prions (doencas pridnicas), h4 uma
modificacdo conformacional da proteina prion celular para uma isoforma
insolivel — que se caracteriza como o principal evento patogénico dessas
doencas —, de conformacdo anormal e resistente a proteases, denominada
prion scrapie (PrPs°) (MEYER et al., 1986). Prion scrapie (PrPS°¢) é o Unico
constituinte das particulas infecciosas denominadas prions [proteinaceous
infectious particle]. Essa isoforma transmissivel ou patogénica da PrP°¢ é
responsavel pelas encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSE), um
grupo de doencas neurodegenerativas fatais que afetam tanto os homens
quanto os animais, também conhecidas como doengas pridnicas (BOLTON &
McKINLEY, 1982). A PrPS¢ acumula-se nas células e em depdsitos
extracelulares similares a placas, convertendo mais proteinas normais a forma
patogénica, disparando a neurodegeneracdo (WILSON & NIXON, 2009). As
doencas pribnicas podem ocorrer na forma familiar (Doenga de Creutzfeldt-

Jacob — CJD), adquirida (Encefalopatia Espongiforme Bovina, Kuru, Doenca de
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Creutzfeldt-Jacob iatrogénica e variante — iCJD e vCJD) ou esporadica (sCJD),
sendo que todas parecem ser transmissiveis sob certas circunstancias (HEAD
et al. 2004).

Mesmo que a definicdo de prions tenha sido estabelecida ha mais de
vinte anos, muito pouco é conhecido sobre a sua funcdo normal. A maioria do
gue se sabe sobre as fungbes vem do estudo das doengas provocadas por
essas proteinas infecciosas. Apesar de se acreditar que a conversao da
proteina normal para a forma PrPS¢ implica em um aumento da funcéo téxica,
ainda nao foi descartado que a perda da funcdo da PrP¢ esteja envolvida nas
doenca relacionadas (WILSON & NIXON, 2009). Se este for o caso, o
entendimento da funcdo normal da proteina pode ajudar a elucidar o
mecanismo molecular das doencas causadas por prions (STEELE, LINDQUIST
& AGUZZI, 2007). Parece pouco provavel que a proteina PrP tenha evoluido
apenas para permitir o desenvolvimento de uma doenca fatal e, realmente,
funcBes novas tém sido sugestivamente atribuidas a proteina, relativas ao
estresse e comportamento, ao ciclo sono-vigilia e memdéria, por exemplo (LE
PICHON et al., 2009; WILSON & NIXON, 2009; LINDEN et al., 2008; STEELE
et al., 2007).

O gene Prnp possui trés (ratos, camundongos, bovinos e ovinos) ou dois
éxons (homem, hamster), dos quais um unico éxon codifica ambas as
proteinas prion celular e a proteina scrapie. Portanto, as duas formas dessa
proteina apresentam a mesma sequéncia de aminoacidos. A diferenca entre as
proteinas geradas por esse gene estd na sua estrutura tercidria. A forma
normal é formada principalmente por cadeias de alfa-hélice, enquanto a
patogénica €& convertida a, principalmente, uma conformacao de “folha
pregueada” em beta (LINDEN et al., 2008). Estudos com camundongos
nocautes, nos quais o gene que codifica para PrP¢ foi removido, demonstraram
que esses animais sio resistentes as doencas causadas por prions (BUELER
et al., 1993; BUELER et al., 1992), porém desenvolvem-se normalmente, sem
alteracdes fenotipicas mais grosseiras. Como jA mencionado, varias funcbes
biolégicas tém sido atribuidas a proteina PrP¢, relativas ao estresse e
comportamento, ao ciclo sono-vigilia e memoria, aos processos de
neuritogénese e neuroprotecdo, de adesao celular, entre outros (revisado por

LINDEN et al., 2008). Muitas destas fungbes foram elucidadas com a
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descoberta de ligantes de PrP°¢ A seguir serdo apresentados alguns dados
obtidos da literatura sobre varios ligantes de PrP¢, os quais foram identificados
através de véarias metodologias, inclusive através do sistema de duplo-hibrido

em leveduras, técnica abordada no presente trabalho.

2.3 LIGANTES DE PRIONS

Ha varios trabalhos na literatura que identificaram e/ou caracterizaram

ligantes para PrP¢ e PrPs¢. A Tabela 1 revisa algumas destas interacdes

(revisado por LINDEN et al., 2008).

Ligante Descricao Método
Sinapsina 1b Regulagdo de liberagdo de 1 hirido
vesiculas sinpticas
Postsvnaptic densit Biblioteca de cDNA de
PSD-95 scaffo¥dinp rotein*y cérebro de camundongo
9p lambda-gtl1
Proteina adaptadora para
Grb receptores de tirosina Duplo-hibrido
quinase
Proteina de classificacéo Biblioteca de cDNA de
GASP associada a receptor cérebro de camundongo
acoplado a proteina G lambda-gt11
14-3-3 Proteina base intracelular Sobreposigcédo, MS
CK2 Proteina quina Sobreposicéo, SPR
Fyn, ZAPT0 Pro,telna tirosina quinase, Co-IP
soluvel
Biblioteca de cDNA de
PTPD1 Proteina tirosina fosfatase cérebro de camundongo

Adolase C/zebrina
1

Bcl-2

Enzima da via glicolitica

Proteina anti-apoptética

lambda-gtl11
Sobreposicéao, co-IP, MS

Duplo-hibrido
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Fbx6/Fbxo2

GFAP

DNA
RNA

HNrnp A2B1

Nrf2

Pint1

Hsp60

aB-crystalina

BiP-Grp78

Hop/STI1

Laminina

LRP/LR

NCAM

LRP1

Beta-distroglicana

APLP1

Heparina/Sulfato

Unidade de reconhecimento
de substrato para o complexo
ubiquitina ligase

Proteina de filamento
intermediario

Acido nucléico
Acido nucléico

Proteina ligante de RNA

Fator de transcrigcéo

Motivo exonuclease
Chaperona

Pequeno Hsp indutor de
stress

Chaperona do reticulo
endolplasmatico
Co-chaperona
Componente da matriz
extracelular

Precursor do receptor de
laminina/ Receptor de

laminina

Molécula de adesao celular

Scavenger receptor*
Proteina transmembrana
Proteina tipo precursor
amiléide

Glicosaminoglicanas

Biblioteca de cDNA de
cérebro de camundongo
lambda-gtl1

Sobreposicéo

Medicbes biofisicas
EMSA
Sobreposic¢éo, co-IP, MS

Biblioteca de cDNA de
cérebro de camundongo
lambda-gtl11

Duplo-hibrido
Duplo-hibrido

Duplo-hibrido, N-PAGE,
biosensor 6ptico

Co-IP

Hidropatia
complementar, ensaios
de ligacao

Ensaios de ligacao

Duplo-hibrido, ligacédo
celular
Cross-ligacéo, Co-IP

Cross-ligacéo, Co-IP,
ensaios de ligacao

Co-IP, sensibilidade a
detergente

Biblioteca de cDNA de
cérebro de camundongo
lambda-gtl1

SPR, ELISA
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heparano

Proteinas de 50,
56, 64, 72 e 110 N&o indentificadas Sobreposicéo
kDa

TABELA 1. LIGANTES FISIOLOGICOS PUTATIVOS DA PROTEINA PRION

FONTE: Adaptado de LINDEN (2008)

NOTA: MS — Espectometria de massa; SPR — surface plasmon resonance; EMSA — Ensaio de
motilidade de deslocamento eletroforético; N-PAGE — Eletroforese em gel de poliacrilamida
desnaturante; ELISA — ensaio imunoenzimatico; optou-se por ndo traduzir a Descri¢ao
marcada com *.

A orientadora do presente projeto participou de trabalhos que
caracterizaram algumas dessas interacbes: com as proteinas de matriz
extracelular, laminina (GRANER et al., 2000a e 2000b) e vitronectina (HAJJ et
al., 2007), com a co-chaperona STI-1 (stress inducible protein 1) (MARTINS et
al., 1997; ZANATA et al., 2002) e com ADAM23. Como pode ser visto na tabela
1, diferentes trabalhos ja utilizaram o PrP€ como isca no sistema duplo-hibrido,
com bibliotecas diversas, encontrando diferentes proteinas capazes de fazer a
interacdo com a proteina de interesse. Kurschner e Morgan (1995) utilizaram a
proteina Bcl-2 como isca, e, cruzando contra uma biblioteca de cDNA
cerebelar, encontraram interacdo com PrP¢. Sugere-se que o acumulo de
prions patogénicos possa interferir na funcéo dessa proteina, contribuindo para
a morte neuronal. A interacdo entre PrP¢ e a proteina do choque térmico (Hsp-
60) foi verificada quando foi utilizada uma biblioteca de cDNA de células HelLa
(EDENHOFER et al.,, 1996). O mesmo grupo posteriormente identificou a
interacdo entre a proteina prion celular e o receptor de laminina de 37kDa
(RIEGER et al., 1997). Estes pesquisadores atestam que, ndo sO o receptor de
laminina esta presente na superficie neuronal, juntamente com PrP¢, mas
também encontra-se mais concentrado em 6érgdos em que ha maior acumulo
de PrPSc depositada quando ha doencas causadas por prions, como o cérebro
e 0 baco. Spielhaupter e Schatzl (2001) procuraram por interagdes em uma
biblioteca de cDNA de cérebro de camundongos BALB/c e encontraram
ligacdes com proteinas de cascatas de sinalizagdo, como Grb2 e Sinapsinalb,
sugerindo que PrP°¢ participe na transducdo de sinais, e que, inclusive, a
alteracdo dessas interacbes pode, futuramente, provar-se como uma

abordagem terapéutica das doencas pridnicas. Todos os trabalhos citados
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evidenciaram o fato de que as ligacbes séo possiveis ndo apenas in vitro, mas
também in vivo, visto que as proteinas capazes de interagirem entre si
encontram-se ou podem encontrar-se no mesmo compartimento celular, seja
na membrana plasmatica ou no citosol. Mais recentemente, também através do
sistema duplo-hibrido em leveduras, outros ligantes de PrP¢ foram obtidos, por
exemplo, o dominio de tetramerizacdo do canal de potassio (HUANG et al.,
2012), a clustrina (XU et al., 2008) e a tetraspanina-7 (GUO et al., 2008). De
acordo com alguns autores, essa gama de interacdes identificadas e
caracterizadas indica que a funcdo de PrPc € condizente com a de uma
proteina que serve de plataforma para organizacdo de complexos multi-
protéicos (revisado por LINDEN et al., 2008; MARTINS et al., 2010).

2.4 PrPC E PRION NO SISTEMA OLFATORIO

A distribuicdo de PrP°¢ no sistema olfatorio de camundongos ocorre tanto
nos neurénios periféricos quanto nos neurdnios centrais, e € restrita a axénios
tanto nos NOS do epitélio olfatério quanto nas células mitrais do bulbo olfatério.
A glia e as demais células de apoio ndo parecem expressar a proteina. Porém,
as células granulosas apresentam a PrP¢ em seus espinhos dendriticos, o que
pode indicar uma funcdo pré-sinaptica para essa proteina. A presenca da
proteina prion celular no NOS, nas células mitrais e dendriticas indicam que
esta € uma proteina importante para a funcéo do bulbo olfatério (LE PICHON &
FIRESTEIN, 2008). Entretanto, outro trabalho cita que, no bulbo olfatério de
ratos, o PrP¢ esta presente tanto em neurbnios da camada de células mitrais
quanto em células gliais, cercando os glomérulos na camada glomerular.
Outras regibes do bulbo olfatério como o plexiforme externo e a camada
granular interior ndo possuem a proteina prion celular (MOLERES &
VELAYOS, 2005).

Como ja mencionado, a distribuicio de PrP°® no cérebro de
camundongos € ubiqua, havendo a presenca de trés isoformas da proteina. A
maior e mais abundante das formas inteiras, ndo clivadas, é a forma
diglicosilada, com peso molecular de 33 a 35 kDa, seguida por uma forma

monoglicosilada de 30 kDa e finalmente pela isoforma mais leve, né&o
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glicosilada, de 27 kDa. Estruturas como o bulbo olfatorio, o cortex cerebral, o
estriado e o tdlamo apresentam maiores quantidades da proteina, enquanto
que estruturas localizadas caudalmente como o hipocampo, o cerebelo e
tronco encefalico expressam niveis menores de PrP¢ (MOLERES & VELAYOS,
2005). A glicosilacédo das proteinas ja foi ligada a suscetibilidade de conversao
conformacional e a diversidade de TSE, podendo afetar também outras
propriedades da proteina como a interacdo com outros ligantes (LINDEN et al.,
2008).

O cortex e os tratos olfatorios estdo envolvidos tanto na doenca CJD
hereditaria quanto na CJD variante (vCJD). A primeira forma da patogenia é
associada a mutacdes no gene Prnp, e a forma variante € marcada pela
auséncia de mutacdes ou insercbes patogénicas nesse gene, mas com um
histérico de exposicado dietética ou iatrogénica a fontes infectivas. Entretanto,
sabe-se que o polimorfismo do cédon 129 tem influéncia fenotipica tanto nas
doencas pribnicas hereditarias quanto nas que ndo tém origem genética
(KOVACS et al., 2007; ALPEROVITCH et al., 1999).

Em pacientes examinados que apresentavam essas doencas, a proteina
prion patolégica aparece “depositada” sobre os cilios olfatérios do sistema
olfatorio principal. Além do epitélio olfatério, a proteina alterada também se
encontra sobre o epitélio gustativo e do sistema vémero-nasal, presente tanto
no corpo celular quanto nos dendritos apicais das células sensoriais (KOVACS
et al.; 2007; ZANUSSO et al.; 2003). Apesar de PrP° ser igualmente distribuida
no epitélio normal olfatério e respiratério, a deposi¢cdo da proteina patoldgica
parece ser seletiva para o epitélio olfatdrio, nunca sendo encontrada no epitélio
respiratorio. A deposicdo altamente seletiva de PrPS¢ nos NOS pode indicar
interacdes com uma das milhares de proteinas receptoras expressadas na
porcao apical dos cilios desses neurdnios. (SBRICCOLI et al., 2009; KINCAID
& BARTZ, 2007; ZANUSSO et al., 2003). Nas doencas pridnicas, depdsitos de
prions infecciosos sdo particularmente pronunciados no trato olfatério. A
deposicdo da proteina infecciosa condiz com o transporte centrifugo através
das fibras nervosas olfatorias que descendem do bulbo olfatério. A anosmia
tem sido relatada nos pacientes com Creutzfeldt-Jacob, mas deve-se notar que
é um sinal comum em doencas neurodegenerativas (KOVACS et al.; 2007;
ZANUSSO et al.; 2003), e que, considerando o numero de casos da doenca de
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origem genética, 0s sinais relacionados a problemas sensoriais estao
presentes em apenas 7% do total (KOVACS et al., 2002).

A transmisséo lateral sabidamente representa um papel importante na
epidemiologia das TSE, mas as vias utilizadas pelos agentes infectivos dos
hospedeiros infectados para os sadios ndo sdo bem conhecidas. A cavidade
nasal € uma forma possivel de entrada do agente com um forte apelo: animais
possuem sistemas olfatérios bem desenvolvidos, usados amplamente desde a
procura por parceiros até a procura por alimentos (KINCAID & BARTZ, 2007).

Em trabalho mais recente, Bessen e colaboradores (2010) realizaram
experimentos de infecgbes em hamsters com PrPs¢ e os dados obtidos
sugerem que a infec¢do por prions pode ser replicada em altos niveis nos
neurdnios do epitélio olfatorio e que quantidades significativas de PrPs¢ podem
ser recuperadas em lavagens nasais de animais infectados (Bessen et al.,
2010). Dessa forma, o epitélio olfatério constitui uma via importante de
transmissdo das doencas causadas por prions e a identificacdo de ligantes de
PrP¢ no contexto deste tecido, objetivo do presente projeto, podera ajudar no
desenvolvimento de inibidores dessa via de transmissdo. Camundongos
nocautes para o gene Prnp (que codifica para PrP¢) mostram comportamento
retardado em testes olfatérios e atividade eletrofisiologica alterada na sinapse
dendrodendritica no bulbo olfatorio. Apesar disso, esses animais nao sao
anésmicos, ou seja, tém alguma capacidade olfatéria. O déficit observado
refere-se principalmente a discriminagdo de odores. Aparentemente, a
alteracdo comportamental observada nos animais nocautes é dependente da
expressdo de PrP°¢ no sistema nervoso central, ja que animais transgénicos
‘recuperados” do nocaute que voltavam a expressar PrP¢ nos neurbnios
centrais mas ndo nos neurbnios sensoriais do epitélio olfatério apresentavam
respostas normais em testes do olfato. Foi constatado que as células mitrais do
bulbo olfatério receberiam uma inibicdo facilitada nos animais nocaute, com
alteracdes nas propriedades das sinapses dendrodendriticas (LE PICHON et
al., 2009). De fato, outro trabalho mais recente mostrou que o PrP°¢ presente no
epitélio olfatério ndo participa de eventos precoces relacionados com a
transducdo de sinal do olfato (DIBATTISTA et al.,, 2011). Entretanto a sua

expressao nos neurdnios sensoriais, tanto nos dendritos e corpos celulares (em
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menor abundancia), quanto nos axbénios (em maior abundancia) € evidente
(DIBATTISTA et al., 2011; LE PICHON e FIRESTEIN, 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 SISTEMA DE DUPLO-HIBRIDO EM LEVEDURAS

A Professora Doutora Adriana Frohlich Mercadante, durante o seu pés-
doutorado desenvolvido no laboratério da Doutora Bettina Malnic (Departamento
Bioquimica — 1Q, USP), padronizou e desenvolveu um sistema de duplo-hibrido
em leveduras para identificar proteinas ligantes de receptores olfatérios.

A técnica do sistema do duplo-hibrido em levedura baseia-se no fato de
que varios reguladores de transcricdo nos eucariontes sdo formados por
dominios fisicamente separados e funcionalmente independentes. Esses
reguladores contém um dominio de ligacdo ao DNA, que se liga a sequéncias
especificas do promotor, e um dominio de ativacdo, que direciona o complexo da
RNA polimerase Il a transcrever 0 gene que € expresso sob essa promocao.
Normalmente, esses dois dominios integram uma mesma proteina. Através da
tecnologia do DNA recombinante € possivel separar fisicamente esses dois
peptideos que, quando expressos em uma mesma célula, ndo poderdo ativar a
transcricdo a menos que sejam aproximados fisicamente na regido do promotor
(BRENT & PTASHNE, 1985).

O sistema duplo-hibrido “DupLex-A™” (OriGene Technologies, Inc.) que
utilizamos fornece vetores que permitem a clonagem de genes que codificam
para proteinas capazes de interagir entre si e permitem também a co-expressao
destas proteinas nas células de levedura em fusdo com os dominios de ligacéo
ao DNA (DNA-BD) e de ativacédo da transcricdo (AD) separadamente. Nesse
sistema, o DNA-BD vem como parte da proteina LexA de procariontes e o AD é
o peptideo de 88 residuos (B42) que ativa a transcricdo em levedura. A interacao
entre uma proteina de interesse que é expressa em fusdo com o DNA-BD (isca)
e uma outra proteina codificada por um gene presente em uma biblioteca de
cDNA expressa em fusdo com o AD (alvo) cria um novo ativador transcricional
capaz de ativar genes-reporteres regulados por operadores LexA. O produto
gerado pela expressdo destes genes-repérteres faz com que ocorra uma
alteracdo fenotipica na levedura, sendo entdo possivel dizer se houve ou nédo a
interacdo protéica (AUSUBEL et. al., 1999).
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Uma ferramenta importante produzida pela orientadora desse projeto foi
uma biblioteca de cDNA de epitélio olfatério de camundongo. Essa biblioteca
possui cerca de 2x10° clones independentes, com insertos de tamanhos de
300 — 4000 pares de bases (pb). Varreduras dessa biblioteca com diferentes
iscas foram realizadas e atestaram que a representatividade das mensagens do
epitélio olfatorio foi mantida na biblioteca em questdo (VON DANNECKER, et.
al., 2005; KERR et. al., 2008). Tanto a biblioteca quanto os componentes do kit
"DupLex-A™ - Yeast Two-Hyibrid System" (OriGene) foram gentilmente cedidos
pela Dra. Bettina Malnic (IQ-USP) e encontram-se disponiveis no nosso
laboratério.

A seguir encontram-se algumas informacdes sobre as cepas de levedura e

os vetores fornecidos neste Kkit.

- Leveduras (cepas):
e EGY48 - MATa trpl his3 ura3 leu2:: 6 LexAop-LEU2

Essa cepa possui o gene reporter LEU2 integrado ao cromossomo,
controlado por seis operadores LexA. Quando esse gene é expresso, essa
levedura é capaz de crescer em meio sem leucina. A biblioteca de cDNA de

epitélio olfatorio foi transformada nessa cepa.

e RFY206 - MATa trp14 ::hisG his34200 ura3-52 lys24201 leu2-3

Nessa cepa sdo inseridos os vetores da isca e o0 vetor contendo o gene
reporter lacZ. A RFY 206 e a EGY 48 sao capazes de se juntar e formar células
dipléides.

- Vetores:
e Reporter

pSH18-34 - URA3, 2um, ApR, 8ops.-lacZ - expressa o gene reporter lacZ.

e Construcao da isca
pGilda - HIS3, CEN, ApR = possui o promotor GAL1 que permite a expressao
da proteina de fusdo LexA-isca apenas quando a Unica fonte de carbono for a

galactose. A sequéncia CEN-centroméro- mantém o plasmideo em uma Unica
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copia por célula. Oligonucleotideos especificos foram utilizados para amplificar
a sequéncia de DNA que codifica para a proteina PrP¢, através da técnica de
PCR (reacdo em cadeia da polimerase). Esse fragmento foi entdo inserido no
vetor pGilda. Ap06s a construcdo, o vetor correspondente a isca foi
transformado em RFY206 e ensaios para averiguar a expressao correta e a
ndo ativagdo de genes reporteres pela isca (auto-ativagdo) foram realizados
como descrito em Ausubel et. al., 1999. Esses procedimentos foram realizados
pelo aluno Mestre Breno Beirdo durante o seu mestrado no laboratorio de

Neurobiologia do Dpto. De Patologia Basica da UFPR.

e Construcao da biblioteca

pJG4-5 - TRP1, 2um -> expressa o dominio de ativacdo B42, seguido do
epitopo HA, em fusdo com proteinas da biblioteca de cDNA. Essa expressao
esta sob a regulacdo do promotor GAL1, induzivel por galactose. Como ja
mencionado, ja temos disponivel uma biblioteca de cDNA de epitélio olfatério

inserida no vetor pJG4-5 e transformada em leveduras EGY48.

Para varrer uma mesma biblioteca com varias iscas diferentes é necessario
que seja feito um mating entre a cepa de levedura que expressa a isca e a
cepa pré-transformada com a biblioteca de cDNA (AUSUBEL et al., 1999).
Essa abordagem permite vérias varreduras com diferentes iscas de uma
biblioteca transformada uma Unica vez com alta eficiéncia na levedura.

Para a realizacdo do mating, a biblioteca de cDNA é transformada na cepa
de levedura que contém o repérter LEU2 (EGY48). Esse gene, quando
expresso, permite o crescimento das células em meio sem leucina. Essa
biblioteca pré-transformada pode ser congelada em varias aliquotas e usada
em varreduras individuais com diferentes iscas. As iscas sao expressas em
uma outra cepa, de mating type oposto ao da pré-transformada com a
biblioteca (RFY206) que também contém o plasmideo repérter lacZ (pSH18-
34). A varredura é feita misturando-se as duas cepas para que haja a formacéao
de dipldides. Estes sdo entdo induzidos (com galactose) para a expressao das
proteinas da biblioteca e da isca e plaqueados em meio adequado para avaliar
a atividade dos genes reporteres e, conseqientemente, identificar as provaveis

interacodes.
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Maiores detalhes sobre a metodologia de varredura através do mating

encontram-se em Golemis et. al., 2008.

3.1.1 Biblioteca de Epitélio Olfatério

Para a realizacdo da varredura através de mating foi utilizada uma
biblioteca de epitélio olfatério (OE) construida pela Prof?2 Dr2 Adriana Frohlich
Mercadante. Esta biblioteca foi produzida a partir de cDNA de epitélio olfatério
de camundongos.

Varreduras dessa biblioteca com diferentes iscas foram realizadas e
atestaram que a representatividade das mensagens do epitélio olfatério foi
mantida na biblioteca em questdo (VON DANNECKER et al., 2005; KERR et
al., 2008). Essa biblioteca de cDNA possui cerca de 10° clones independentes,
com insertos de tamanho de 300-4000 pares de bases (média de 0,7 Kb).
Brevemente, epitélios olfatérios de camundongos foram isolados e 0s mMRNAs
poli (A)+ desse tecido foram obtidos com a ajuda do kit "Poly A Quick Kit"
(Stratagene®). A sintese do cDNA foi feita usado-se oligonucleotideos dT (kit
"Superscript Choice System for cDNA Synthesis"-Gibco/BRL®). Adaptadores
permitiram a insercdo dos cDNAs nos sitios Eco Rl e Xho | do vetor pJG4-5. Os
passos seguintes de transformacdo da biblioteca em bactéria e depois em
levedura (EGY 48) foram feitos como descrito previamente em AUSUBEL et al.,
1999. Como ja foi dito, essa técnica permite varias varreduras, com diferentes
iscas, de uma biblioteca transformada uma Unica vez com alta eficiéncia na
levedura. Assim é possivel economizar tempo e material nesse passo da
transformacao, que normalmente é critico e limitante.

Antes do mating é necessario realizar testes de viabilidade das aliquotas
de biblioteca congeladas a serem utilizadas.

Uma série de diluicdes da aliquota foi realizada, de 102 a 107, cada uma
com volume final de 200 pl. Em placas de meio SD Glicose -Trp, foram
esgotados 100 pl das diluicGes 10°, 10% e 107 e as col6nias, apods
crescimento, foram contadas. A partir desse valor, € conhecido o volume
necessario para realizar o mating, onde é preciso utilizar no minimo 10x mais

células em relacdo ao tamanho da biblioteca (Clontech, 2000).
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O mesmo procedimento foi aplicado para as leveduras EGY 48
transformadas com plasmideo pJG4-5 vazio. Estas leveduras sdo usadas como
controle durante a varredura e devem ser quantificadas para que se use 0

mesmo numero de células que sera usado da biblioteca.

3.1.2 Varredura da biblioteca através de mating

Para realizar o estudo de interagbes de proteina através do sistema de
duplo-hibrido é necessario ter os plasmideos da isca, da biblioteca e do gene
repérter em uma mesma célula. Tanto o plasmideo da isca, o pGilda quanto o
plasmideo reporter pSH18-34 foram transformados na levedura RFY206
(MATa) enquanto que os plasmideos pJG4-5 que portam a biblioteca de OE
estdo na levedura EGY48 (MATa). As leveduras sdo submetidas a um
processo de cruzamento (mating), onde as duas linhagens se combinam em
uma célula dipléide, compartilhando também seus plasmideos.

Foram coletadas aproximadamente cinco colénias da master plate da
levedura RFY 206 transformada contendo tanto o plasmideo repérter como a
isca. Estas col6nias foram inoculadas em 10 ml do meio SD glicose -His -Ura e
incubadas a 30 °C, sob agitacdo durante a noite. Entdo, o in6culo foi diluido até
a DOeoo de 0,2 com a adicdo de SD Glicose -His -Ura e foi incubado até chegar
a uma DOeoo ~1,5. A cultura foi sedimentada centrifugando-se a 1500 xg por 5
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspensas com agua destilada estéril até um volume final de 1ml.

Foram realizados dois cruzamentos por isca: Isca + Controle (EGY 48
transformada com pJG4-5); Isca + Biblioteca.

Foi utilizado 200 ul da isca do passo acima, para cada cruzamento. Para
0 cruzamento com a biblioteca de epitélio olfatério, foi utilizado 6x107 cfu, e a
mesma quantidade da levedura controle.

As duas linhagens foram misturadas e centrifugadas a 1500 xg por 5
minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso com 200 ul de meio YPD. Cada suspenséao de 200 ul foi esgotada

em uma placa de meio soélido YPD e incubada por 12-16 horas a 30 °C.
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Apoés a incubacado, o tapete de células formado foi raspado com um
raspador de células (Corning®) apds a adicdo de 1 ml do meio SD Gal/Raff -His
-Trp -Ura. Todo o raspado foi incubado em 100 ml do mesmo meio e as
colénias foram induzidas (por galactose) por 6 horas, a 30 °C, sob agitacéo.

Apoés a inducéo, todos os cruzamentos foram centrifugados (em tubos
Falcon® 50 ml) a 1500 xg por 5 min. Os precipitados foram lavados com 30 ml
de &gua estéril, e novamente centrifugados. Os precipitados foram entdo
ressuspensos e diluidos até que a suspensdo chegasse a DOsoo de 5,
representando 102 células por ml.

Para cada cruzamento, foram feitas diluices seriadas de 300 ul cada
uma (de 101 a 10). A partir dessas diluicdes, foram feitas a seguintes placas:

e 100 ul de cada diluicdo e da suspensdo nao diluida dos cruzamentos
isca + controle e isca + biblioteca em placas Gal/Raff -His -Trp -Ura

-Leu;

e 100 ul das diluicdes 104, 10° e 10° em placas SD Gal/Raff -His -Trp

-Ura (+Leu) tanto as leveduras com controle como as com a biblioteca;

e 100 ul por placa do cruzamento isca + biblioteca sem diluir em 20 placas

SD Gal/Raff -His -Trp -Ura -Leu.

3.1.3 Potencial de Transativacao

O gene LEU2, que possibilita a levedura crescer em um meio sem
leucina, esta sob a influéncia do promotor LexA. Este gene esta presente no
cromossomo da levedura EGY48, e é ativado somente onde existe a presenca
do dominio de ligagdo ao DNA LexA e a aproximagdo de algum dominio
ativador. Portanto este gene sé deveria ser ativado, e consequentemente
permitir o crescimento da levedura em um meio livre de leucina, apenas nas
células dipléides onde ocorreu alguma interacdo da isca com a mensagem
(biblioteca) do plasmideo pJG4-5. O potencial de transativacdo é a capacidade
gue as leveduras cruzadas tém de crescerem em meio sem leucina, sem que
exista uma interagéo entre o produto do pGILDA e o produto do pJG4-5.

Para calcular este potencial, o cruzamento isca + controle (levedura

EGY48 transformada com o vetor pJG4-5 sem inserto) € utilizado, onde o
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namero de colbnias encontrado na placa SD Gal/Raff -His -Trp -Ura -Leu) é
dividido pelo numero de coldnias encontrado na placa SD Gal/Raff -His -Trp -
Ura +Leu. O valor obtido é entdo multiplicado pelo tamanho da biblioteca para
se determinar o nuamero minimo recomendado de colonias a serem
selecionadas para que, dentre estas, uma represente uma interacéo verdadeira
(e ndo um falso positivo) (AUSUBEL et. al., 1999).

3.1.4 Selecao de Colbnias Candidatas

A partir do calculo do potencial de transativacédo, foram selecionadas 280
coléniasdas placas do cruzamento isca + biblioteca. As colbnias foram
repicadas em duas placas “master plate” SD Gal/Raff -his -trp -ura (+leu), e
incubadas a 30 °C por 48 horas. Estas “master plates” serviram como molde
para “carimbar” outras quatro placas:

e SD Glicose -His -Trp -Ura -Leu;

e SD Glicose X-Gal -His -Trp -Ura (+Leu);

e SD Gal/Raff -His -Trp -Ura -Leu;

e SD Gal/Raff X-Gal -His -Trp -Ura (+Leu)

Para carimbar, transferindo as colonias da master plate para as outras
placas, a placa master foi pressionada sobre um pedaco de veludo estéril
apoiado sobre um disco rigido de mesmo didmetro que a abertura interna de
uma placa de petri. Em seguida as outras placas foram pressionadas uma a
uma sobre esse tecido. As placas foram incubadas na estufa a 30 °C,
acompanhadas até 96 horas. A selecao de colonias com interacdes positivas

seguiu 0s seguintes critérios apresentados na Tabela 2.

Placa Caracteristica

SD Gli -His -Trp -Ura —Leu Auséncia ou pouco crescimento

SD Gli X-Gal -His -Trp -Ura (+Leu) | Coloracdo branca até 72 horas

SD Gal —His -Trp -Ura —Leu Crescimento

SD Gal X-Gal -His -Trp -Ura (+Leu) | Coloracao azul
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TABELA 2: RELAGAO DAS CARACTERISTICAS DAS COLONIAS POSITIVAS PARA
SELECAO.

FONTE: O autor (2013).

LEGENDA: Estas caracteristicas ocorrem devido a atuacdo de dois repérteres. A inducédo
ocorre por galactose, expressando as proteinas de fuséo Isca + Lex-A (BD) e Biblioteca + B42
(AD). A aproximacao dos dominios BD e AD por interacdo entre isca + biblioteca, induz a
expressdo do gene LacZ, provocando a cor azulada em meio enriquecido com X-Gal, e do
gene LEU2, permitindo a sobrevivéncia da colénia em meio sem leucina.

3.2 LISE DE LEVEDURAS E EXTRACAO DE DNA PLASMIDIAL

Este método foi utilizado para purificar DNA plasmidial diretamente de
culturas liquidas de leveduras. O DNA purificado pode ser aplicado em reacfes
de PCR, eletroporacdo, digestdes enzimaticas entre outros. O método
adaptado do manual do usuario da ORIGENE, 2008 deriva do método de lise
alcalina (BIMBOIM, 1979), utilizando esferas (beads) de vidro lavadas em acido
para romper a parede celular das leveduras, sem a necessidade de utilizagao

enzimas.

3.2.1 Beads de vidro — Lavagem Acida

Foram utilizados beads de vidro de ~2 mm de diametro. Seguindo
instrucdes do fabricante (Sigma® 8772), foi utilizado 300 mg de beads por lise.
A um tubo conico de 15 ml, foi adicionado HCI 5,8 M em um volume 3x maior
que o ocupado pelos beads e estes foram incubados por 1 hora. O acido foi
removido e os beads foram lavados 10x com agua destilada, adicionando-se 3x
o volume de beads de agua, agitando e descartando a agua. Apos as lavagens,
toda a agua foi retirada, os beads autoclavados por 20 minutos e em seguida

secos em estufa de secagem a 65°C durante a noite.

3.2.2. Lise de leveduras

As colbnias foram inoculadas em 2 ml de meio SD Glicose —his —ura —trp
a 30 °C com agitagao por 16-18 horas. As colbnias foram sedimentadas por
centrifugagdo a 1500xg por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e o
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precipitado ressuspenso no volume residual e transferido para um tubo plastico
de 1,5 ml. Foram adicionados 200 ul da solucéo plasmid rescue (Triton X-100
2%; SDS 1%; NaCl 0,1 M; Tris pH 8 0,01 M; EDTA 0,001 M). Em seguida foi
adicionado 100 ulpl de fenol tris saturado pH 8,0 e 100 ul de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1). Foram adicionados entdo 300 mg dos beads lavados em
cada lise. Os tubos foram agitados a baixa velocidade por 4 minutos e em
seguida centrifugados a 10000 xg por 5 minutos. Em seguida, 200 ul do

sobrenadante foram transferidos para outro tubo plastico de 1,5 ml.

3.2.3 Precipitagdo de DNA Plasmidial

Foram adicionados 20 ul de acetato de sodio 3 M autoclavado, ao tubo
de 1,5 ml contendo 200 ul do sobrenadante resultante da lise. O tubo foi
vigorosamente agitado e em seguida adicionou-se 400 ul de etanol 95%
(Merck®) e novamente agitado. O tubo entdo foi centrifugado a 10000 xg por 20
minutos a 20 °C. O sobrenadante foi descartado e as paredes do tubo lavadas
com etanol 70% (Merck®) gelado. O sobrenadante foi removido e o tubo foi
colocado aberto de cabeca para baixo em uma estufa a 37 °C por 15 minutos.
A parede do tubo foi lavada e o precipitado ressuspenso com 5 ul de agua

pura.

3.2.4 PCR do lisado de leveduras

Para a PCR, utilizou-se 0,7 ul do lisado de leveduras para uma reacgao
contendo tampao 6timo para Tag 1x, 1 mM MgClz, 2 pM dNTP, 0,4 mM de
iniciadores, 0,6U Taqg DNA polimerase, obtendo-se um volume final de reacao
de 25 ul. Os iniciadores utilizados flanqueiam a regido de policlonagem do
plasmideo pJG4-5 e permitem a amplificacdo do inserto. Essa reacgdo foi
submetida a um ciclo de 95 °C por dois minutos, 30 ciclos de 95 °C por 40
segundos, 57 °C por 30 segundos e 72 °C por dois minutos e um anico e ultimo
ciclo de 72 °C por 7 minutos. Ao fim da reagdo, as amostram foram estocadas
a4°C.
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Iniciadores:
¢ Iniciador forward para o plasmideo pJG4-5 que anela a 42bp da regido
de clonagem; Tm: 62°C, CG: 61%, 18mer.
5 CTG AGT GGA GAT GCC TCC ¥

¢ Iniciador reverse para o plasmideo pJG4-5 que anela a 62bp da regiao
policlonal; Tm: 57°C, CG:53%, 17mer.
5 GCC GAC AACCTT GAT TG 3’

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose

1%, corado com brometo de etideo 5 ug/ml.

3.3 SEQUENCIAMENTO A PARTIR DA PCR DO LISADO DE LEVEDURAS

A concentracdo das amostras resultantes da PCR do lisado de leveduras
foram inferidas e utilizadas como template para reacdo de sequienciamento.
Para tanto, foi utilizado 1 ul BigDye, 1,5 ul tampao BD 5x; 5 pmol iniciador; 30
ng de template, g.s.p. 10 ul agua ultra-puta estéril.

Tanto o iniciador forward como o iniciador reverse para pJG4-5 foram
utilizados. A reacéo foi submetida a 95 °C por 3 min, 40 ciclos de 95 °C 15 s,
50 °C 15 s, 60 °C 3 min, sendo finalizada a 4 °C.

ApoOs a reacdo, as amostras foram precipitadas, adicionando-se 0,1 V
(V= volume final da reacdo de sequenciamento) de acetato de sédio 1,5 M/
EDTA 0,25 M e 3 V de etanol 100% (Merck®), a reacdo foi entdo transferida
para um tubo de 1,5ml e homogeneizada gentilmente. Os tubos foram mantidos
no gelo por 10 minutos e entdo centrifugados pé 20 minutos a 20.000 xg a
4 °C. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 15 ul de etanol 70 %
gelado (Merck®) e novamente centrifugados. O sobrenadante foi descartado e
0 tubo seco em estufa a 37 °C por uma hora. As reacbes foram mantidas a
-20 °C até serem aplicadas no sequenciador. Dez microlitros de formamida

HI DI foram adicionados as amostras logo antes da corrida. Foi utilizado o
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sequienciador Applied Biosystems® ABI 3500 e 3130 e o cromatograma
visualizado pelo software BioEdit® v.7.0.9.0.

As analises dos resultados foram feitas a partir de banco de dados do
NCBI (Nucleotide Blast e Protein Blast, disponivel em
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/), o alinhamento foi feito por banco de dados do
EBI (CLustalW, disponivel em http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e a
conferéncia foi realizada com auxilio do ExPasy (Translate Tool, disponivel em

http://web.expasy.org/translate/)

3.4 PREPARO DE BACTERIAS Escherichia coli DH5a
ELETROCOMPETENTES

A aliquota da bactéria congelada foi recuperada em placa contendo meio
LB (10 g/l de triptona; 5 g/l de extrato de levedura; 10 g/l de NaCl) durante 18 h
a 37 °C. Uma colbnia isolada foi transferida para um pré-in6culo 50 ml de meio
LB liquido e a incubacédo se deu sob agitacdo de 250 rpm, 16 horas, a 37 °C.
Para o in6culo 2 ml do pré-inéculo foram transferidos para 200 ml de LB. Essa
solucéo foi incubada a 250 rpm a 37 °C até que a densidade Optica (DO) de
600 nm atingisse o valor de 0,5a0,7.

A partir desse momento, todos os procedimentos foram realizados a
4 °C. A comecar por uma incubacao de descanso por 20 min no gelo, seguida
de uma centrifugacdo de 20 min a 4000 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi ressuspendido com agua ultra pura estéril gelada
no volume de 250 ml. Esse passo foi repetido por trés vezes consecutivas.

ApoOs a ultima centrifugacdo, o precipitado foi ressuspendido em 50 ml
de agua ultra pura gelada adicionada de 10% de glicerol estéril, foi incubado
por 20 min no gelo e centrifugado por 20 min a 4000 rpm a 4 °C. O novo
precipitado foi ressuspendido entdo em 1 ml de glicerol 10% gelado, separado

em aliquotas de 40 ul e armazenados a - 80 °C até o momento do uso.

3.5 ELETROPORACAO
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Linhagens de bactérias E. coli DH5a eletrocompetentes foram utilizadas
para replicagdo em larga escala do plasmideo ja sequenciado e selecionado
como relevante. Para isto, 40 pl da bactéria foram transformados por
eletroporacéo (Eletroporador modelo Gene Pulser X Cell — BioRad®) com 10 ng
do plasmideo, sendo submetido a uma diferenca de potencial de 1,40 kV. A
recuperacgéo se deu por 1 h em 1 ml de meio LB, no agitador orbital (Certomat
BS-1 P. Braun®) a 37 °C. Inicialmente, 100 pl foram esgotados com o auxilio da
alca de Drigalsky, entdo o restante foi transferido para um tubo de 1,5 ml e
centrifugado a 3500 rpm por 2 min em uma centrifuga Mini Spin® da
Eppendorf®. O sobrenadante foi descartado; o precipitado foi ressuspendido
em aproximadamente 100 ul de LB e esgotados em outra placa. As placas
ficaram por ndo mais que 16 horas em estufa a 37 °C. ApGs este periodo,

algumas col6nias foram escolhidas para verificacdo da presenca dos insertos.

3.6 PCR DE COLONIA

As colbnias selecionadas foram repicadas em “master plate” e
inoculadas em um tubo plastico para servirem como molde para reacdo de
PCR. Em um volume final de 15 ul foram adicionados: Tampao Taq 1x, dNTP
0,2 mM; MgClz 1,33 mM; 2 pmol de iniciadores para pJG4-5 e 0,3U de Tag.
DNA polimerase. A reagao foi submetida a 95 °C — 10 min; e 35 ciclos de 95 °C
—40s;49°C —50s; 72 °C — 1 min e 10 s; finalizando com uma extensdo a
72 °C por 7 min. Os produtos obtidos foram entdo submetidos a uma
eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo 5 ug/ml..

As colbnias que positivas para a reacdao de PCR acima foram entdo
cultivadas em meio liquido para purificacdo dos plasmideos em pequena
escala (Miniprep, realizada de acordo com os fabricantes do kit QUlaprep Spin

Miniprep Kit - Quiagen®).

3.7 TRANSFORMACAO DE LEVEDURAS EGY48 COM LIGANTES JA
ENCONTRADOS PARA REALIZACAO DE MATING CRUZADO [ADAPTADO
DE WOODS E GIETZ (2005)]
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Varias colbnias da levedura EGY48 n&o transformadas foram inoculadas
em um pré-inoculo de 25 ml contendo meio de cultura YPD. Essa cultura foi
incubada em um agitador a 30 °C a 240 rpm até atingir uma DOsoo ~0,8, entdo
foi transferida para um indculo de 200ml de YPD e incubadas novamente sob
agitacdo por 3 horas. A cultura foi precipitada a 2500 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente. O meio foi descartado e o precipitado foi lavado e
centrifugado em &gua ultra-pura estéril com o mesmo volume de meio.

O sobrenadante foi removido e o precipitado foi ressuspendido e lavado
em 50 ml de acetato de litio (LiAc) 0,1M juntando-se as suspensdes em um sé
tubo. ApGs nova centrifugacdo, também a 2500 rpm durante 5 minutos, o
sobrenadante foi removido e o precipitado foi ressuspenso em LiAc 0,1M até
um volume final de 1 ml. A 500 ul da suspenséo de células foi adicionada a
solucdo TRAFO (0,75 ul de LiAc 1M; 4 mg de ssDNA; H20 g.s.p.. 2,5 ml).
Cinquenta microlitros dessa mistura foram usados para cada uma das
transformacdes. Para cada transformacdo, aproximadamente 100 ng de
plasmideo foram adicionados, os tubos foram agitados por 2 minutos e, entao,
foi acrescentado 100 ul de PEG 3350 50%.

Os tubos foram incubados a 42 °C por 40 min a 200 rpm. Em seguida,
as leveduras foram sedimentadas por centrifugagdo a 2500 rpm por 5 min a
temperatura ambiente. Finalmente, o precipitado foi ressuspendido em 100 ul
de &gua ultra-pura estéril e plaqueados (sem diluir ou na diluicdo de 1:100) em
meio seletivo SD Glicose —Trp. ApoOs 2-4 dias as colbnias forma repicadas em

uma master-plate e o mating cruzado, foi realizado.

3.8 MATING CRUZADO

Os plasmideos pJG4-5 obtidos apds a varredura, contendo os insertos
da biblioteca (potenciais ligantes) foram transformados na cepa de levedura
EGY 48, atravées do método de acetato de litio, como descrito em Yeast
Protocols Handbook (Clontech - www.clontech.com). Varias colonias obtidas
em uma mesma transformacéo foram pegas e repassadas para uma placa -Trp
(glicose) em linhas paralelas. Assim, cada linha apresentava o pJG4-5 com um
inserto diferente da biblioteca. O mesmo procedimento foi feito com a cepa
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RFY 206 contendo a isca de PrP°¢ (em pGilda), além do reporter pSH 18-34 em
uma placa -His -Ura (glicose). Apos 48 horas de crescimento a 30 °C, cada
uma das duas placas foi pressionada sobre um mesmo veludo (proprio para
replicas) de forma que as linhas entre as diferentes placas ficassem
perpendiculares entre si. Replicou-se entdo as leveduras do veludo para uma
placa com meio YPD. Apos 24 hs a 30 °C, foram feitas réplicas para as
seguintes placas:

-glicose —Ura -His -Trp -Leu
-galactose/rafinose —Ura -His -Trp -Leu
-glicose —Ura -His -Trp +X-Gal

-galactose/rafinose —Ura -His -Trp +X-Gal

Apbs 1-4 dias a 30 °C, o crescimento e o desenvolvimento da cor azul
dos dipldides (interseccdo entre as linhas de EGY 48 x RFY 206) foram

monitorados.

3.9 CONFIRMACAO DAS INTERACOES OBTIDAS

A confirmacéo dos ligantes foi realizada por ensaios bioquimicos de pull
down. A técnica de co-imunoprecipitacdo também foi utilizada na tentativa de

confirmar a interacéo entre as proteinas.

3.9.1 Co-imunoprecipitacéo

Cérebro, bulbo olfatério ou epitélio olfatério foram removidos apds
eutanasia de camundongos (esse procedimento foi aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR - certificado
n° 623) e lisados em tampéao de lise (50 mM tris-HCI pH 7,4; 1% NP-40; 0,2%
deoxicolato de sédio) acrescido de inibidores de proteases PMSF e NEM (ha
concentracéo final de 1 mM) em banho de gelo. O extrato foi centrifugado a
19000 xg a 4 °C por 30 min.
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Os extratos celulares foram clarificados pela incubacéo prévia com 30 ul
de proteina A/G sepharose (GE Bioscience) acrescido de 10 ul de soro normal
de camundongo durante 2 horas a 4 °C. Apés o clareamento, a suspensao foi
centrifugada durante 5 min 19000 xg a 4 °C e metade do sobrenadante obtido
foi incubado com 10 ul soro normal de camundongo e a outra metade incubada
com 10 ul soro contendo anticorpos anti-PrP¢ (produzido no laboratério de
Neurobiologia) durante 16 horas a 4 °C.

Apos este tempo as solucdes foram centrifugadas por 3 minutos a 19000
Xg para retirada de qualquer material agregado que pudesse interferir nos
resultados e entdo incubadas por mais duas horas com 30 ul de proteina A/G
sepharose para que ocorresse a ligagdo do imunocomplexo a matriz solida. As
matrizes contendo os imunocomplexos ligados foram lavadas 6 vezes com
tampéo de lise e o material que permaneceu ligado foi eluido com tampéo
redutor ou ndo redutor para SDS-PAGE, fervido a 100 °C durante dez minutos,
submetido a SDS-PAGE 10% ou 15% e analisado por Western blotting.

Para tanto, as amostras separadas por SDS - PAGE foram
eletrotransferidas para membrana de nitrocellulose Hybond-C Extra Amersham
Biosciences (GE Healthcare) durante 50 minutos sob voltagem constante de 15
V em sistema “semi-dry”. As membranas foram bloqueadas durante uma hora
com TBST (150 mM NaCl; 50 mM de Tris-HCI pH 7,4 e 0,05% de Tween 20)
contendo 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé). A membrana foi incubada
com o anticorpo primario diluido em tampao de bloqueio, por 16 horas a 4 °C
sob agitacdo. Apds a incubacao, a membrana foi lavada por trés vezes durante
cinco minutos com TBST e em seguida, adicionou-se o anticorpo secundario
conjugado a HRP (horseradish peroxidase) (Sigma-Aldrich). A membrana
permaneceu incubando com este anticorpo durante uma hora a temperatura
ambiente. Um novo ciclo de lavagem foi realizado. Entdo, a membrana foi
incubada com o substrato adequado para a reacdo quimioluminescente
empregando-se o Kit West Pico (Pierce Co.). Filmes de auto-radiograma
Amersham Hyperfilim™ ECL (GE Healthcare) foram expostos & membrana em

diversos tempos até a visualizacdo das bandas de interesse.
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3.9.2 Pull Down

Cérebro, bulbo olfatério ou epitélio olfatorio foram removidos apoés
eutanasia de camundongos (esse procedimento foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR- certificado
n° 623) e lisados em tampéao de lise (50 mM tris-HCI pH 7,4; 1% NP-40; 0,2%
deoxicolato de sédio) acrescido de inibidores de proteases PMSF e NEM (na
concentracéo final de 1 mM) em banho de gelo. O extrato foi centrifugado a
19000 xg a 4 °C por 30 min.

Os extratos foram clarificados pela incubacéo prévia com 30 ul de resina
de niquel durante 2 horas a 4 °C. Em paralelo, 30 ul de resina de niquel
adicionada de 3 ug de Hise-PrP¢ foi incubado por 2 h a 4 °C para que a proteina
recombinante pudesse se ligar a resina. Apos incubacao, a resina foi lavada
por trés vezes com tamp&o de lise. A coluna lavada, foi adicionado o extrato
clareado e a incubacédo se deu a 4 °C por 3 h. ApGs esse periodo, a coluna foi
lavada sete vezes com tampdo de lise e uma vez com tampao de lise
adicionado de SDS 0,01%. O material que permaneceu ligado foi eluido com
tampéao redutor ou ndo redutor para SDS-PAGE, fervido a 100 °C durante dez
minutos, submetido a SDS-PAGE 10% ou 15% e analisado por Western Blot.

Para tanto, as amostras separadas por SDS - PAGE foram
eletrotransferidas para membrana de nitrocellulose Hybond-C Extra Amersham
Biosciences (GE Healthcare) durante 50 minutos sob voltagem constante de 15
V em sistema semi-dry. As membranas foram bloqueadas durante uma hora
com TBST (150 mM NaCl; 50 mM de Tris-HCI pH 7,4 e 0,05% de Tween 20)
contendo 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé). A membrana foi incubada
com o anticorpo priméario diluido em tamp&o de bloqueio, por 16 horas a 4 °C
sob agitacdo. Apos a incubacéo, a membrana foi lavada por trés vezes durante
cinco minutos com TBST e em seguida, adicionou-se o0 anticorpo secundario
conjugado a HRP (horseradish peroxidase) (Sigma-Aldrich). A membrana
permaneceu incubando com este anticorpo durante uma hora a temperatura
ambiente. Um novo ciclo de lavagem foi realizado. Entdo, a membrana foi
incubada com o substrato adequado para a reagao quimioluminescente

empregando-se o Kit West Pico (Pierce Co.). Filmes de auto-radiograma
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Amersham Hyperfiim™ ECL (GE Healthcare) foram expostos a membrana em

diversos tempos até a visualizacao das bandas de interesse.
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4 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS PREVIOS

Construcdo daisca correspondente a PrpPe¢

Para dar inicio a busca pelos ligantes utilizando o sistema duplo-hibrido
em leveduras, foi construida uma isca contendo a sequéncia de nucleotideos
correspondente ao residuos 23-231 de PrP¢ em vetor pGilda. Os resultados a
seguir foram obtidos pelo entdo aluno de mestrado, Breno C.B. Beirdo.

A partir de um plasmideo pré-existente (pGFP-PrP°), foi desenvolvida
uma sequéncia oligonucleotidica iniciadora que flanqueia essa regidao de PrP°
do GFP-PrP¢. A essa sequéncia foram adicionadas regiées de restricdo (Eco RI
3’ e Bam HI 5’) avaliadas e selecionadas com base na sequéncia de PrP¢ apds
consulta ao programa NEB Cutter e ao sitio de policlonagem do pGilda. Apos
realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), foi feita a digestdo nas
regides de restricdo do pGilda e de PrP¢ utilizando as enzimas Eco Rl e Bam
HI. A ligac&o do inserto correpondente a PrP¢ no vetor foi realizada utilizando a
enzima ligase. A constru¢do correta foi validada por sequenciamento e a
expressdo da isca em leveduras RFY 206 foi confirmada por ensaio de
Western Blot. Para isso, extratos protéicos de RFY206 transformada com os
plasmideos de interesse foram obtidos e submetidos a um SDS-PAGE 13%.
Apos a corrida, as proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose e a presenca das proteinas de fusdo foi detectada com o
anticorpo anti-LexA (Invitrogen). Na Figura 1 verifica-se que a isca
correspondente a PrP°¢ foi expressa com sucesso. A banda obtida possui o
tamanho esperado de cerca de 45 kDa, correspondente a proteina de fuséo
LEXA-Prpec.
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FIGURA 1. TESTE DE EXPRESSAO DA ISCA CORRESPONDENTE A PrP¢ POR WESTERN
BLOTTING.

FONTE: Breno C. B. Beirdo (2010).

NOTA: O anticorpo primario utilizado foi o anti-LexA (1:500) e o anticorpo secundario anti-
mouse Ig conjudado a HRP (1:2000).

LEGENDA: Como controle positivo, utilizou-se o extrato de levedura transformada com pGilda
sem o inserto, demonstrando a expressdo do dominio LexA (~27 kDa). A adi¢do do inserto
correspondente a PrP¢ resulta na expressado de uma proteina de fuséo (LexA-PrP¢) de cerca de
45 kDa, como evidenciado na canaleta pGILDA + PrPe¢.

A isca PrP¢ também foi testada quanto ao seu potencial de auto-
ativacdo. Esse controle é fundamental, pois, para que uma isca possa ser
usada para varrer a biblioteca, ela ndo pode ser capaz de ativar por si s6 0s
genes reporteres. A ativacdo destes sO pode ocorrer se houver interacdo da
isca com uma proteina especifica da biblioteca, que estaria por sua vez fundida
ao dominio de ativacdo. Nesse ensaio utilizou-se como controles positivo e
negativo os seguintes plasmideos, respectivamente: pSH17-4, que expressa
LexA em fusdo com o dominio de ativacdo do fator de transcri¢cdo de levedura
Gal4 (portanto, se liga ao DNA e também recruta a RNA polimerase - ativa 0s
genes reporteres) e pPRHFM1, que expressa a fusdo LexA+homeodominio da
proteina bicéide (portanto, s6 se liga ao DNA-nao ativa 0s genes repérteres).

Assim, a levedura RFY 206, contendo o plasmideo pSH18-34 (OriGene)
que expressa 0 gene repérter da beta-galactosidase, foi transformada com a
isca de interesse (pGilda-PrP¢) e com os plasmideos controles e plaqueadas
em meio seletivo contendo X-Gal. Apés 4 dias, a 30° C, a atividade da beta-
galactosidase dessas células foi determinada. A Figura 2 mostra que no meio
contendo galactose (agucar que sera usado durante a varredura da biblioteca e
gue induz a expressao das iscas em pGilda), as leveduras que expressavam

Lex-A-PrP¢ funcionaram da mesma maneira que o0 controle negativo
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(permaneceram brancas), indicando que essas iscas ndo ativam o gene da

beta-galactosidase.

FIGURA 2. ENSAIO DE AUTO-ATIVAGAO DA ISCA.
FONTE: Breno C.B. Beirdo (2010).
NOTA: Colbnias crescidas em placas Gal X-Gal.
LEGENDA: pSH17-4: controle positivo. pPRHFMZ1: controle negativo.
Assim, os resultados apresentados até aqui permitiram caracterizar a
isca construida como sendo capaz de ser utilizada na varredura da biblioteca

de cDNA de epitélio olfatério, como descrito a seguir..

4.2 VIABILIDADE DA BIBLIOTECA PARA MATING

A biblioteca de cDNA de epitélio olfatério produzida pela Prof2 Dr.
Adriana Mercadante possui abrangéncia de 10® mensagens de cDNA. Durante
a producdo desta biblioteca, foram selecionadas mensagens possuindo um
tamanho maior de 300 bp. Esta biblioteca foi construida no vetor pJG4-5
(Origen) e transformada em leveduras da linhagem EGY48. Para atestar se a
aliquota congelada ainda mantinha a viabilidade necessaria, foi preciso calcular
sua atual representatividade. Apds plagueamento em varias diluicbes no meio
adequado, foi possivel determinar que esta biblioteca apresentava 3,3x10°
unidades formadoras de colbnias (cfu) por microlitro. Utiliza-se para a varredura
através do mating, uma quantidade de leveduras (em cfu) dez vezes maior que
o tamanho da biblioteca, devido a capacidade limitada de haver cruzamentos
entre as leveduras (so0 10% das leveduras fazem o cruzamento) (AUSUBEL et
al., 1999). Foi utilizado 20 ul da biblioteca totalizando 6,6x10’ mensagens.

O mesmo calculo foi feito para as leveduras controles (EGY48

transformada com pJG4-5 vazio) e chegou-se ao resultado de ~1,6x10° cfu/ul.
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Para poder calcular a transativacdo (ver a seguir), a isca foi cruzada com a
mesma quantidade dos dois tipos de leveduras (controle e biblioteca) utilizando
40 ul do controle para o cruzamento.

Em resumo, para o mating controle, foi utilizado 4x10°8 cfu de RFY206 +
pGilda com inserto de PrP¢ (200 ul de isca) e 6,6x10’ cfu de EGY48 + pJG4-5
(40 ul de controle) para cruzamento controle. Para o mating relevante, foi
utilizado também 4x10° cfu de RFY206 + pGilda com inserto de PrP¢ (200 ul de
isca) e 6,6x107 cfu de EGY48 + pJG4-5 transformado com cDNA de epitélio
olfatério (biblioteca). Todo o procedimento foi realizado de acordo com
(AUSUBEL et al., 1999).

4.3 POTENCIAL DE TRANSATIVACAO

Espera-se que 0 gene reporter seja ativado somente quando ocorrer a
interacdo entre isca e presa, portanto, apenas quando na expressao de
proteinas que interagem entre si, a coldnia de leveduras é capaz de crescer em
meio de cultura sem leucina. Entretanto, pode também ocorrer expressao do
gene reporter, sem que ocorra interagdo da isca com algum ligante por causa
do potencial de transativacdo da propria isca, o qual é ditado pela razdo de
colébnias que cresceram no meio sem leucina, pelo ndmero de coldnias
encontradas no cruzamento da linhagem isca com a linhagem controle, que
crescem no meio com leucina (células viaveis) (GOLEMIS et. al.,2008).

Este calculo do potencial de transativacdo € importante para se
estabelecer o numero de colbnias (iscatbiblioteca) necessérias para garantir
que todos da biblioteca pré-transformada tenham sido incluidos na varredura
realizada nas placas mestres. Desta forma, € possivel estimar quantos
resultados positivos da varredura sao falsos, ou seja, gerados pela
transativacao da propria isca.

O célculo do potencial de transativacdo da isca de PrP¢ utilizada na
varredura deste trabalho foi 2x10

Uma vez reconhecido o potencial de transativacdo, foi possivel
estabelecer quantas colonias deveriam ser coletadas para investigacbes

posteriores. Das ~ 10.000 colbnias positivas para o reporter LEU 2 que
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cresceram apdés o0 cruzamento da isca com a biblioteca, 280 foram
selecionadas ao acaso e repicadas em 14 master plates para analises

posteriores.

4.4 SELECAO DE COLONIAS

As master plates de SD Glicose -Ura,-His,-Trp foram incubadas durante
dois dias. Apés crescimento, as coldnias foram testadas em diferentes meios
para checar a ativacao do genes reporters (Lac-Z e Leu2) e a dependéncia da
interacdo por galactose (inducéo da isca e da presa).A Figura 3 mostra esse
ensaio para algumas colonias. A colonia assinalada em vermelho é um
exemplo de clone que deve ser melhor analisado, pois pode conter um
candidato de verdadeiro ligante da isca em questdo. Como indicado na figura 1,
esse tipo de colbnia cresce em meio indutor (com galactose) sem leucina; ndo
cresce nesse mesmo meio com glicose; ela s6 fica azul quando o meio
contendo X-Gal contém também galactose e nao glicose. As colbnias que
atenderam aos critérios dos testes da Tabela 3 foram selecionadas a exemplo
da col6nia destacada na Figura 3.

A intensidade da cor azul observada na placa SD Gal/Raf (X-Gal) —Ura,
-His, -Trp variou muito nas diferentes col6nias, bem como ao longo dos dias
(dado ndo mostrado), indicando assim que provavelmente haviam diferentes
intensidades de interacao.

Das 280 colbnias testadas, apenas 77 colbnias atenderam a todos o0s
requisitos destes testes (como demonstrado na Tabela 3) e prosseguiram
nas3analises mais detalhadas.
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FIGURA 3. TESTE PARA SELECAO DE COLONIAS.

FONTE: O autor (2013).

NOTA: Colbnias testadas no mating apos 48 horas de cultivo a 30 °C. Placas: A: SD Gal X-Gal;
B: SD Gli X-Gal; C: SD Gal —Leu; D: SD Gli —Leu.

LEGENDA: O quadrado vermelho indica a col6nia G12 que atendeu aos requisitos para a
escolha: apresentar coloragdo azulada na placa A; ndo desenvolver coloragdo na placa B;
crescer na placa C; e ndo crescer na placa D. Outras colénias com 0 mesmo padrédo também
foram escolhidas.

Clones varridos 6x107

Clones Leu+ 104

Clones testados para os dois repoérteres 280

Clones positivos para os dois reporteres |77

Clones sequenciados 53

Clones com inserto em fase com Lex A 18

TABELA 3. RESUMO DA VARREDURA POR DUPLO-HIBRIDO COM A ISCA
CORRESPONDENTE A PrP¢
FONTE: O autor (2013).

4.5 PCR DE LEVEDURAS

A PCR do lisado de leveduras teve por objetivo a amplificacdo dos
insertos contidos nos plasmideos pGJ4-5, correspondentes as mensagens da
biblioteca de cDNA do epitélio olfatorio. Na Figura 4 esta demonstrado um gel
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representativo com diferentes amostras resultante da PCR do lisado de
leveduras. Na coluna 7, como pode-se observar, ha duas bandas de tamanhos
diferentes, o que pode ocorrer uma vez que no processo de transformacéo das
leveduras € possivel que entre mais de uma coépia do plasmideo pJG4-5, sendo
entdo amplificado dois insertos durante o0 processo. As colbnias que
apresentaram esse perfil ndo foram sequenciadas. J& na coluna 12, nenhuma
banda aparece no gel, o que demonstra uma possivel falha no processo de
amplificacdo do inserto. Quando apresentado o perfii como o das outras

colunas, com uma banda Unica, 0 sequenciamento e posterior analise foram

realizados.
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FIGURA 4. PCR DO LISADO DE LEVEDURAS.

FONTE: O autor (2013).
NOTA: Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo (5 ug/ml),
representativo com diferentes amostras resultantes da PCR do lisado de leveduras (amostras

1-18).
LEGENDA: CN controle negativo utilizado pJG4-5 sem adicdo do inserto.

Apoés essa analise, os plasmideos pJG4-5 que apresentaram inserto
foram isolados, amplificados em bactéria e sequenciados. Como ja mencionado
em Material e Métodos, o sequenciamento foi realizado diretamente do produto

de PCR de lisado de leveduras.



4.6 ANALISE DAS SEQUENCIAS OBTIDAS

Para a identificacdo dos

ligantes obtidos,
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as sequéncias foram

analisadas através dos programas Blast (NCBI), ClustalW (EBI) e Translate

Tool (ExPasy). Além disso, verificou-se também se a fase aberta de leitura do

inserto estava mantida. Dos 53 clones sequenciados, apenas 18 encontravam-

se em fase com o dominio Lex A. As identidades destes ligantes estédo

descritas na Tabela 4 com o0 nome completo da proteina encontrada, sua sigla,

“gene ID” e fungdes basicas descritas.

Proteina Sigla “Gene ID” |Funcao
Conducéao do
Cadeia leve da dineina movimento
tipo 1 (Dynein light chain | Dynltlb 42476289 anterogrado/retrogrado
Tctex type 1 D) de vesiculas sobre
microtubulos
Proteina 1 ligante de Inibicdo de E3 ligase;
NEDD4 (NEDD4 binding | N4bpl 242117940 |pode ser uma proteina
protein 1) supressora de tumor
Liga-se caderinas e
Beta catenina associada ajuda a ligar as suas
a caderina 1 (Catenin caudas citoplasméticas
_ . Ctnnbl 260166641 | _
(cadherien associated a actina no
protein) beta 1) citoesqueleto via alpha-
catenina
Principais constituintes
] _ da pele, tecido
Colageno tipo 3 alfa 1 o .
Col3al; 226423932 |conjuntivo e substancia
(Collagen type 3 alpha 1) .
organica de 0ssos e
dentes
] _ Principais constituintes
Colageno tipo 1 alfa 2 _
Colla2 111120328 |da pele, tecido

(Collagen type 1 alpha 2)

conjuntivo e substancia
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organica de 0ssos e
dentes
Proteina ribossomal AS Constuinte de
_ _ Rpsa 224994259 |
(Ribosomal protein AS) ribossomo
Proteina multivesucular
carregada 2A (Charged Interage com e regula a
o Chmp2a 254826731
multivesicular body funcéo de AAA-ATPase
protein 2A)
. ) . . _ Funcdo estrutural de
Vimentina (Vimentin) Vim 227430362 )
citoplasma
Ribonucleoproteina
nuclear heterogénea K Fator de transcricdo da
Hnrnpk 142350515 | .
(Heterogeneous nuclear ribonucleoproteina K
ribonucleoprotein K)
Fosforilacéo de
Proteina quinase rica em proteinas nucleares que
serina/arginina 2 contém o dominio serina
_ o | Srpk2 47059479 o
(Serine/Arginine - rich / arginina (SR) e
protein specific kinase 2) medeiam o splicing de
pré-mRNA
DEAD/H  (Asp-Glu-Ala- o
_ ) Constituinte de RNA
Asp/His) box polypeptide | Ddx3x 164607180 )
_ helicases
3 x-linked *
Proproteina convertase ; ] _
) Pré-proteina  envolvida
subtilisina/quexina 5
) Pcsk5 253314508 |no processamento de
(Proprotein  convertase ) .
o _ proteinas secretérias
subtilisin/kexin type 5)
Modulacao da
Fator transformador de _ .
_ proliferacao e
crescimento  beta 1 ) )
) diferenciacao celular,
(Transforming growth | Tgfbl 224967131 . _
formacdo da matriz
factor beta regulated
extracelular e
gene 1)

participacdo na reacao




55

imune
Envolvida no
_ metabolismo da
Glutationa S transferase |Gstml 239937552 L
carcinogénese e fator de
risco de tumores
Uma  fosfotransferase
que catalisa
Piruvato guinase reversivelmente a
_ Pkm?2 359807366 . .
(Pyruvate kinase) fosforilagdo do piruvato
em fosfoenolpiruvato na
presenca de ATP
Fator basico de Forma complexos
transcricdo 3  (Basic|Btf3 281485610 |estaveis com a RNA
transcription factor 3) polimerase Il
Proteina  ligante de Proteina de origem glial;
calcio S100 A5 (S100 encontrada em grande
_ o ~ 1 S100a5 113930759
calcium binding protein concentragao no
Ab) cérebro
STIP1 homology and U- Manutencgéo da
Stubl 118130581

Box containing protein 1*

sobrevivéncia neuronal

TABELA 4. PROTEINAS EM FASE COM O PLASMIDEO.

FONTE: O autor (2013).

NOTA: Optou-se por nado traduzir para o portugués o nome das proteinas marcadas com *,

4.7 CONFIRMACAO DAS INTERACOES ATRAVES DE ENSAIO DE MATING

CRUZADO (CROSS-MATING ASSAY)

Para confirmar as interagfes obtidas, utilizou-se o método de mating

cruzado, como descrito por Kolonin e colaboradores (2000). Para esse ensaio,

os plasmideos pJG4-5 contendo os insertos dos ligantes putativos (Tabela 4),

foram purificados e transformados em leveduras EGY48. Estas transformantes

foram entdo cruzadas com leveduras RFY206, transformadas com a isca
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(pGilda-PrP°¢) e também com o reporter pSH18-34. Como controle positivo, foi
utilizado pBait com pTarget. pTarget foi cruzado também com pGilda vazio e
com pGilda contendo o inserto de PrP°, como controles negativos,
demonstrado na Figura 5. Como pode ser visto, as interacdes entre os ligantes
selecionados e PrP°¢ foram confirmadas (dipléides azuis) e os ligantes sozinhos
ndo foram capazes de auto-ativar o gene reporter, j4 que as leveduras obtidas
nos cruzamentos com pGilda vazio ndo adquiriram a coloracéo azul.

Deve-se ressaltar que a purificacdo e/ou a transformacédo de alguns
ligantes (sequéncias correspondentes as proteinas Col3al, Colla2, Rpsa,
Hnrnpk, Ddx3x, Pkm2, Btf3) ndo foram bem sucedidas e, portanto, estes nao

foram considerados nas andlises seguintes.

pGilda PrPc pBait

orarset [0 LA

Vim .
Srpk2 E
Pcsk5 D W
o1 [
Gstm1l E
Dyn1tlb ..
N4bp1l n
Ctnnb1l .-
Chmp2a
Stub1 ..
S$100as5 ..

FIGURA 5. MATING CRUZADO.

FONTE: O autor (2013).

LEGENDA: Caracteristicas fenotipicas das colénias dos ligantes encontrados que
encontravam-se em fase com o plasmideo pJG4-5 plagueadas em meio SD-Gal enriquecido
com X-Gal.

Alguns ligantes foram encontrados mais de uma vez. Dynltlb foi

encontrada em quatro clones diferentes, Psck5, Srpk2 e Stubl foram
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encontradas, cada uma, em dois clones distintos. Como o tamanho dos
insertos pode variar, e também a regido da proteina clonada no vetor, foi
analisado separadamente cada regidao encontrada para os ligantes obtidos
mais de uma vez. Todos eles estavam contidos em um inserto maior,
correspondendo assim sempre a mesma regido da proteina codificada
encontrada como parceiro molecular de PrP¢. Para se ter uma idéia melhor dos
dominios dessas proteinas, foi montada uma figura (Figura 6) que esquematiza
qual porcao da proteina, em aminoacidos, foi identificada no sequenciamento.
No caso de proteinas encontradas mais de uma vez, estd esquematizado o
maior inserto sequenciado. A proteina S100a5 ndo estd contida na figura

porque nao foi validada no mating cruzado (ver Figura 5).

152 433 467

Vi

|
1

SRPK? | ] |
1 248 683

PCSK5 | I ] I
1 582 841916

TGFB1 | | |
1 297 407

GSTM1 |
1 20 219

DYN1TIE | |
1 114

N4BPT | | |
1 65 513 894

CTNNET | | |
1 661 782

CHMP2A | [ |
1 35 223

STUBT | | |
1 46 235

O Reg Encontradaem aa

FIGURA 6. DOMINIOS ENCONTRADOS DAS PROTEINAS LIGANTES DE PRPC.

FONTE: O autor (2013).

LEGENDA: Tamanho das proteinas (em quantidade de aminoacidos) em fase com o plasmideo
pJG4-5 encontradas na varredura da biblioteca de cDNA usando PrP¢ como isca. Em cinza, os
dominios especificos encontrados e sequenciados (insertos).

4.8 CONFIRMACAO DAS INTERACOES POR OUTROS METODOS
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Apbs a identificacdo de ligantes pelo sistema de duplo-hibrido, é
recomendado que as intera¢des obtidas sejam confirmadas por outros métodos
(revisado por BRUCKNER et al, 2009). Dessa forma, optou-se por fazer essa
verificagdo através dos ensaios de co-imunoprecipitacdo e pull-down e, para
tanto, foram escolhidos trés dos ligantes encontrados. Essa escolha foi definida
com base na verba de financiamento do projeto, nos anticorpos validados
disponiveis e na possivel relacdo existente entre as fun¢des dos ligantes com
as funcbes conhecidas de PrP° Assim, foram adquiridos o0s seguintes
anticorpos comerciais: anti-Ctnnbl, anti-N4bpl e anti-Chmp2A (todos da
empresa ABCAM).

4.9 IDENTIFICACAO DOS LIGANTES EM EXTRATOS PROTEICOS

Primeiramente, os anticorpos anti-CtnnbB1, anti-N4bpl e anti-Chmp2A
foram testados por ensaios de Western Blot em extratos protéicos murinos de
cérebro, bulbo olfatério (OB) e epitélio olfatério (OE). Como pode ser visto na
Figura 7, os trés ligantes investigados encontram-se presentes no ceérebro.
Ctnnb1l esta presente também em extratos de OB e OE. As proteinas N4bpl e

Chmp2A foram detectadas no OE e no OB, respectivamente.

100 kDa — A
94 kDa _ B
25kDa —

C

FIGURA 7: IDENTIFICACAO DOS LIGANTES EM EXTRATOS PROTEICOS.

FONTE: O autor (2013).

NOTA: Western blot de amostras de extrato protéico de cérebro, bulbo olfatério (OB) e epitélio
olfatério (OE) na concentracao de 80 ug. Amostras resultantes de SDS-PAGE 12% transferidas
para membrana de nitrocellulose. O duble correspondente a revelagdo com anti-N4bpl
procede com informac8es do fabricante.
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LEGENDA: A: Anti-N4bp1; B: Anti-Ctnnb1; C: Anti-Chmp2a. Todos na diluicdo de 1:2000 em
TBST leite 5%.

4.8.1 Imunoprecipitagéo (IP)

Os ensaios de imunoprecipitacdo se deram pela imobilizagcdo de anti-
PrP¢ a coluna de proteina A/G seguida pela eluicdo de extrato protéico de
cérebro. Em experimento piloto, foi demonstrado que a imunoprecipitacdo de
PrP¢ endogeno, de extrato protéico de cérebro, pelo anti-PrP¢, ocorre de forma
bastante satisfatoria como mostrado na Figura 8. Aparecem trés bandas bem
distintas porque PrP¢ enddgeno pode estar ndo glicosilado, na altura de 27
kDa, monoglicosilado,, na altura de 30 kDa ou diglicosilado, na altura de 34
kDa. Uma vez que PrP¢ diglicolisado é a forma mais abundante da proteina no
sistema nervoso, era esperada uma banda mais forte na altura de 34 kDa.

Quando essa membrana foi reagida com os anticorpos especificos para
os ligantes putativos, nenhuma banda pode ser observada na canaleta
correspondente a IP com anti-PrP¢, apesar das bandas especificas serem
detectadas no “input” (dados nao mostrados). Varias tentativas foram
realizadas, com diferentes adaptacbes de protocolo e em nenhuma delas
conseguiu-se verificar a co-IP dos ligantes testados com PrP¢. Assim, decidiu-

se realizar o ensaio de pull-down para confirmar as interacdes.

INPUT SN anti-PrPc

. ‘n' -

— 34 kDa

FIGURA 8. WESTERN BLOT DA IMUNOPRECIPITACAO.

FONTE: O autor (2013).

NOTA: Western blot resultando do ensaio piloto de imunoprecipitacdo. Amostras resultantes de
SDS-PAGE 12%, transferido & membrana de nitrocellulose revelado com soro contendo anti-
PrP¢ na diluicdo de 1:1000 em TBST leite 5%.

LEGENDA: Input: extrato bruto clareado; SN: controle negativo da reagdo com a adicdo de
soro normal a reacdo; anti-PrP¢: imunoprecipitacdo de PrP¢ pela adicdo de soro hiperimune
contendo anti-PrP¢ a reacgéo.
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4.8.2 Pull Down

Os ensaios de pull down se deram pela imobilizagdo de Hiss-PrpP°¢
recombinante em coluna de niquel. Posteriormente, essa resina foi incubada
com extrato proteico de cérebro de camundongo. Como pode ser visto na
Figura 9, uma banda correspondente a Ctnnbl foi reconhecida pelo seu
anticorpo especifico apenas na canaleta referente a resina contendo Hises-PrP¢,
indicando uma interagéo especifica entre essas duas proteinas.

Essa metodologia também foi utilizada para detectar os demais ligantes
(N4bpl e Chmp2a), mas sem sucesso. Varias tentativas foram realizadas,
porém a revelagcdo com os anticorpos especificos ndo evidenciou nenhuma

banda, nem mesmo no input.

— 100kDa

— 22kDa

FIGURA 9. WESTERN BLOT REFERENTE AO PULL DOWN.

FONTE: O autor (2013).

NOTA: Amostras resultantes de SDS-PAGE 12%, transferido a membrana de nitrocellulose.
Extrato cérebro: 100 ug de proteinas do lisado de cérebro de camundongo; Input: extrato bruto
clareado; Resina: controle negativo da reacdo sem a adi¢do de Hise-PrP¢; Hise-PrPc: proteina
recombinante ligada a coluna de niquel.

LEGENDA: Revelacdo com anti-Ctnnbl na diluicdo de 1:2000 (parte superior) e com anti-his-
tag na diluicdo de 1:1000 (parte inferior), ambos em TBST leite 5%.
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5 DISCUSSAO

5.1 CONSIDERACOES GERAIS DAS INTERACOES OBTIDAS

A técnica de duplo-hibrido utilizada nesse trabalho mostrou-se eficaz ao
identificar potenciais ligantes para PrP¢. Por se tratar de uma varredura €
esperado que se partido de um numero grande de coldnias candidatas a
parceiros moleculares de PrP¢, esse numero fosse diminuido apds as etapas.
Dos 10 ligantes obtidos e confirmados pela técnica de duplo-hibrido, apenas a
Ctnnb1l teve sua interagdo com PrP¢ verificada por outro ensaio (pull down). Os
demais ligantes ainda serdo investigados quanto a sua real capacidade de
ligacdo ao PrP°.

Dos ligantes encontrados e confirmados pelo mating cruzado, oito deles
sao ligantes novos, ainda nao citados na literatura como parceiros moleculares
de PrP°¢. Séo eles: Dynltlb, N4bpl, Ctnnbl, Chmp2a, Srpk2, Pcsk5, Gstml, e
Stubl.

Como visto, os ligantes escolhidos como promissores (fig. Mating) a
interacdo bioldgica real estdo, na sua maioria, envolvidos nos processos de
transporte de vesiculas, com proteinas do citoesqueleto ou tem algum
envolvimento na apoptose. Como se sabe, PrP¢ é predominantemente uma
proteina extracelular ancorada & membrana celular. Assim, como esta proteina
poderia entrar em contato com os ligantes intracelulares identificados? De fato,
a técnica do duplo-hibrido em leveduras pode artificialmente induzir essas
interag@es, ja que estas ocorrem obrigatoriamente no citossol e/ou no nucleo
da levedura. Entretanto, varias evidéncias na literatura indicam que PrP¢ pode
exibir diferentes topologias de membrana. A maioria das moléculas sdo GPI-
ancorada. Existem também duas formas de PrP¢ transmembrana, uma com a
regido C-terminal extracelular e outra com esta mesma regido intracelular
(HEGDE et. al. 1999). H& também indicios da existéncia de acumulos de PrP¢
no citossol, o qual pode ser decorrente de estresse de reticulo endoplasmatico
e inibicdo proteossomal. Ainda n&o esta claro se PrP¢ citossolico exerce algum
papel fisiologico (revisado por LINDEN et al. 2008). Assim, as interacdes

identificadas neste trabalho podem ser reais.
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A maioria dos ligantes encontrados sdo proteinas intracelulares. Isso
pode ser devido ao fato de que, na levedura, a isca correspondente PrP¢ é
expressa e recebe um sinal de enderegamento ao nucleo celular, onde ocorrem
as interacbes, que tem caracteristicas peculiares diferentes daquelas
encontradas no ambiente extracelular, como por exemplo o pH mais acido.
Essas condicdes devem favorecer as interacbes de PrP¢ com proteinas
citoplasmaticas relacionadas ao processamento do prion apos sua endocitose
ou durante seu processamento e enderecamento a membrana celular, e ndo as
interacdo com outras proteinas também de membrana celular.

Dito isso, pode-se discutir melhor sobre os processos intracelulares nos
quais PrP esta envolvido, seja enquanto proteina celular ou enquanto na sua
transformacdo em proteina scrapie, dando origem a forma esporadica das
doencas pribnicas.

A maneira pela qual se desenvolvem as doencas pribnicas esporadicas
ainda ndo esta clara. Apds o processamento e glicosilacdo, PrP¢ se localiza
principalmente nos dominios ricos de colesterol e esfingolipidios na camada
externa da membrana plasmética (BORCHELT et. al., 1990). O contato direto
das duas isoformas é um pré-requisito para a mudanca conformacional de Prp¢
em PrPS¢ (HORIUCHI et. al., 1999). Supdem-se que a localizacdo de PrP° na
membrana plasmatica seja obrigatéria para a sua conversdo em Prpse
(CAUGHEY et. al.,, 1991; GILCH et. al., 2001), mas muito pouco se conhece
sobre esta conversao no que diz respeito aos eventos que ocorrem no reticulo
endoplasmatico (ER). Evidéncias sugerem que os eventos que ocorrem no ER
desempenham um papel na modulacdo de patogénese de varios disturbios
neurodegenerativos (LINDHOLM et. al., 2006; LEHMAN, 2009). Além de
processamento, dobra e modificacdo pos-traducional de proteinas nascentes, o
ER exerce um controle de qualidade rigoroso que garante que apenas as
moléculas que sofrem a correta maturagcdo sejam capazes de atingir seu alvo.
Proteinas incorretamente montadas sdo normalmente retidas no ER e
submetidas a via de degradacdo associada ao ER (ERAD). Isto inclui a
translocacdo retrograda através da membrana do ER para o citosol,
deglicosilacéo, e ligacdo covalente a ubiquitina pelos seus residuos de lisina.
As proteinas que recebem a marcacdo de ubiqutina sdo encaminhadas para
degradacéao pelo proteassoma 26S (ELLGAARD et. al., 1999).
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O acumulo de proteinas deformadas e a alteracdo da homeostase do ER
leva ao estresse e perturbacdo das func¢des do ER, gerando um desequilibrio
entre a demanda celular da funcéo do ER e a capacidade do ER de lidar com
uma carga excessiva de proteinas. Para reduzir este fardo excessivo, as
células acionam um tipo de resposta especifico que sinaliza a atenuacédo de
traducdo de proteinas, a regulacdo positiva de chaperonas moleculares e
enzimas dobraveis, e degradacdo de proteinas mal formadas por ERAD
(SCHRDER & KAUFMAN, 2005). Portanto, o estresse do ER e o ERAD estao
intimamente relacionados. O comprometimento do sistema proteossomal via
ubiquitina (UPS) pode contribuir para o estresse do ER, enquanto que o UPS
em si tem demonstrado ser comprometida durante o estresse agudo do ER
(MENENDEZ et. al., 2005). Um ponto importante a se estudar, entdo, para a
elucidacdo da patogénese pribnica e para uma eficaz estratégia terapéutica
pode ser o inicio do processamento de PrP¢. O UPS parece dispor de
agregados de PrP deformadas que ocorrem naturalmente e de alguns
mutantes de PrP associados a formas hereditarias de TSEs (CAMPANA et. al.,
2006). A perturbacdo da homeostase do ER e a inibicdo da via UPS resulta no
aumento do acumulo de PrPs¢ em células infectadas com prion (NUNZIANTE
et. al., 2011) Disfuncdo proteossdmica em células que superexpressam PrpP¢
leva ao acumulo de espécies PrP citosolicas com propriedades bioquimicas
aberrante e a neurotoxicidade in vivo. Em células infectadas por prion, ha o
comprometimento proteossémico que leva a formacgdo de agressomos de PrPs¢
citosdlicas desencadeando assim a apoptose (DRON et.al., 2009).

Nesse aspecto, Kristiansen e colaboradores apresentaram uma forte
evidéncia de que agregados soluveis da proteina em beta folha pregueada
podem causar doenca pribnica por inibir especificamente a fungéo proteolitica
das subunidade betas do proteassoma 26S. Eles mostraram que 0s neurdnios
infectados com prions tém sua atividade proteassomal reduzida quando
comparados contra o controle, fazendo com que haja um acumulo de
agregados de proteinas ubiquitinadas. Isso pode acontecer em decorréncia do
estresse do reticulo endoplasmatico, que levaria a uma ma formacao proteica
(KRISTIANSEN et.al., 2007)
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Dessa forma, as interacdes encontradas no presente trabalho podem
apresentar algum papel fisioldgico no citosol ou ainda podem participar da
inducao de PrPs¢ e serem alvos potenciais para o tratamento das TSEs.

5.2 DISCUSSAO DOS LIGANTES ENCONTRADOS

Apesar do foco do trabalho ser a identificacdo de ligantes de PrP¢ no
epitélio olfatdrio, ainda serdo necessarios outros estudos para se determinar se
as interacdes sao exclusivas desse tecido ou se também ocorrem em outros
locais. A seguir, cada um dos ligantes sera discutido separadamente, sempre
tentado relacionar a participacdo das interagdes com PrP¢ no olfato ou no

sistema nervoso central.

5.2.1 Vimentina (Vim)

A vimentina, uma proteina de filamento intermediario, € encontrada nos
mais diferentes tipos celulares. Sua insolubilidade sugere uma funcéo estrutural
celular.

As células gliais, assim como células de Schwann, estdo presentes no
sistema nervoso central, principalmente no bulbo olfatério, hipotalamo e
hipoéfise, podendo ser o ambiente mimetizado para que sua proliferacdo ocorra
em cultura celular (GUDINO-CABRERA & NIETO-SAMPEDRO, 2000). A
marcacao indicadora de lesdo e inflamacdo dessas células pode ser feita pela
vimentina, receptor de p75 NGF, e um tipo de receptor de estrégeno,
mostrando uma mistura de propriedades caracteristicas de células de Schwann
e astrocitos (DONCEL-PEREZ et. al., 2009).

Os axobnios dos NOS partem do epitélio olfatorio e coalescem para formar
o nervo olfatério (ON) antes de se projetarem para o bulbo olfatério (OB), o
primeiro local de processamento olfativo. Ao alcangar o OB, 0s ax6nios dos
NOS formam um plexo, a camada de nervo olfativo (ONL). Dentro do ONL, os
axonios se reorganizam extensivamente antes de alcancarem o glomeérulo alvo

(AU et. al., 2002), uma regido que serve como unidade de processamento
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basico olfatorio. Cada glomérulo recebe a entrada a partir de NOS que
expressam o0 mesmo receptor olfatorio (OR) (TREOLAR et. al., 2002).

A extensdo axonal e sua segmentacdo nos NOS ocorrem dentro da ONL
do bulbo olfatério. Durante o desenvolvimento perinatal, a caderina-2 e 0 seu
parceiro de ligacdo, a gama-catenina, sdo preferencialmente expressas por
axbnios do NOS. Dada a expressdo destas moléculas associadas ao
citoesqueleto, Akins & Greer (2006b) testaram a hip6tese de que os elementos
do citoesqueleto de axbénios dos NOS poderiam ser diferencialmente expressas
em todo o ONL. Eles estudaram a organizacdo do citoesqueleto de axénios dos
NOS no ONL, concentrando-se no dia de nascimento. O grupo concluiu que a
expressdo de microtubulos e filamentos intermediarios de vimentina, periferina
e internexina sdo estabelecidas em axdnios de NOS de forma organizada.
Demonstraram também a localizacdo diferencial dos elementos do
citoesqueleto nesses axonios no dia do nascimento, e que essas diferencas
diminuiram quando o sistema olfatério alcancava a fase madura, o que sugere
que a expressdo de proteinas relacionadas ao citoesqueleto pode ser
especialmente importante durante a formacdo glomerular, mas ndo tao
importante no sistema maduro.

Com base nesses dados, fica claro o papel da vimentina na organizagao
do citoesqueleto celular de neurbnios olfatérios sensoriais, e assim, se sua
ligacdo com PrP°¢ for confirmada, € possivel sugerir que esta interacao
contribua para as dinamicas do citoesqueleto dos neurbnios sensoriais

olfatérios.

5.2.2 Proteina quinase rica em serina/arginina 2 (Srpk5)

Srpk, uma familia de quinases do ciclo celular de proteinas reguladas,
fosforilam proteinas nucleares que contém o dominio serina / arginina (Sr) e
medeiam o splicing de pré-mRNA. Srpkl € predominantemente expressa no
pancreas, enquanto que Srpk2 é altamente expressa no ceérebro, embora
ambas sejam co-expressas em outros tecidos humanos e em muitas linhagens
de cultura celular (WANG et al., 1998).
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Srpkl e -2 apresentam 92% de identidade. Srpk2 se distingue de Srpkl na
porcdo média da proteina, que tem uma insercdo de dominio acido. Tanto
Srpkl quanto Srpk2 sao primariamente localizadas no citoplasma, apesar de
haver sinais de localizagdo nuclear (KUROYANAGI et. al., 1998). Estudos
recentes mostram que Srpk2 liga e fosforila uma proteina essencial para o
splicing de RNA via Sr, e o redistribui do nucleo para o nucleoplasma,
resultando em ciclina A1. Quando Srpk2 é fosforilada, ocorre uma estimulacéo
da sua atividade resultando em apoptose nos neurdnios (JANG et. al., 2008).

Ja se sabe que neurbnios terminalmente diferenciados sdo incapazes de
reentrar no ciclo celular, mas algumas evidéncias tém demonstrado a
regulacao positiva do ciclo celular em neurénios em degeneragéo na doencga de
Alzheimer (HUSSEMAN et. al., 2000). A ativacado do ciclo celular aberrante
provoca a morte celular neuronal, enquanto que a inibicdo do ciclo celular eleva
a sobrevivéncia neuronal. Contudo, o mecanismo molecular que regula o ciclo
celular e morte celular de neurdnios maduros permanece ndao muito bem
compreendido.

Jang et al. (2009) mostram que Srpk2 desencadeia progressao do ciclo
celular em neurdnios e induz a apoptose através da regulacdo da ciclina D1
nuclear. Srpk2 é fosforilada promovendo a translocacéo nuclear da ciclina D1,
fazendo assim com que ocorra a reentrada no ciclo celular e apoptose
neuronal. Além disso, Srpk2 quando fosforilada, inativa p53. Eles mostraram
que a fosforilacdo de Srpk2 acontece na isquemia cerebral, correlacionando
esse fato com o0 aumento observado dos niveis de ciclina D1.

No entanto, o processo pelo qual Srpk2 é regulada durante a apoptose
ainda nao é claro. Hong e colaboradores (2011) mostraram que Srpk2 é clivada
por caspases nos residuos Asp-139 e -403. O N-terminal do produto clivado
transloca para o nudcleo, e promove a apoptose. A fosforilacdo da SRPK2
impede a sua clivagem por caspases apoptoticas. Os resultados obtidos por
eles sugerem que o dominio N-terminal de Srpk2 clivada por caspases
transloca para o nucleo, onde promove a condensac¢do da cromatina e a morte
celular apoptotica.

Também n&o ha informacdes na literatura que demonstrem a relagéo entre

Srpk2 e PrP¢. Uma possivel relacdo entre essas proteinas pode estar
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relacionada ao complexo processo de apoptose. De fato, dados da literatura

indicam que PrP°¢ possui um papel anti-apoptotico (LINDEN et al.,2008)

5.2.3 Proproteina convertase subtilisina/quexina 5 (Pcsk5b)

Pcsk5 convertase € uma pro-proteina envolvida no processamento de
proteinas secretérias (LISSITZKY et. al., 2000). Tem sido demonstrada a
expresséo de Pcsk5 no cérebro de roedores, onde se especula estar envolvida
no processamento dos neuropeptidios (CAIN et. al., 2003). Pcsk5 é também
essencial para o desenvolvimento, e a delecdo da sua subunidade catalitica &
letal no estagio de implantacdo embrionaria (ESSALMANI et. al., 2008).

Além disso, essa proteina tem sido associada a niveis de colesterol HDL
em humanos (IATAN et. al., 2009), embora este efeito seja provavelmente
devido a atividade da lipase endotelial e ndo uma funcéo central de Pcskb5.

Essa proteina encontra-se amplamente distribuida no nucleo dorsomedial
do hipotadlamo (DMH) (LEE et. al., 2012), que esta implicado em uma ampla
variedade de processos fisiologicos, que vao desde a reproducdo, a
termogénese, resposta ao estresse, a atividade do nervo pancreético e niveis
de glicose no plasma (ZHANG et. al.,, 2011). Nos ultimos anos, tem havido
grande interesse na demonstracdo do potencial do DMH na regulacdo do
consumo de alimentos e do ritmo circadiano (GOOLEY et. al., 2006). O DMH
fica posicionado entre os principais centros circadianos e metabdlicos, sendo
assim situado no local ideal para realizar a integracdo dos sinais a partir destes
dois sistemas. O DMH expressa também um alto nimero de neuropeptidios
conhecidos pela sua importancia na homeostase da energia (BELLINGER &
BERNARDIS, 2002)

O papel do DMH no ritmo circadiano, no entanto, ainda néo é claro.
Experiéncias de ablagdo no DMH tém produzido efeitos variaveis sobre o
consumo alimentar (BELLINGER & BERNARDIS, 2002), sobre o
comportamento alimentar antecipatorio e outros ritmos circadianos (GOOLEY
et. al., 2006; MORIYA et. al., 2009).
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Sabe-se que PrP°¢ também pode estar envolvido na resposta ao stress e no
controle do ritmo circadiano (LINDEN et al.,, 2008) , e talvez seja no

acontecimento desses processos que PrP¢ encontre Pcsk5b.

5.2.4 Fator transformador de crescimento beta 1 (Tgfbl)

Os fatores transformadores de crescimento (Tgf's) possuem diferentes
papéis em diferentes células e tecidos. Eles modulam a proliferacdo e
diferenciacao celular, a formacao da matriz extracelular e participam da reacao
imune (DENNLER, 2002). Uma vez liberados a partir do complexo latente, os
Tgf’'s geram uma unidade de 25 kDa bioativo e produzem respostas celulares
através da ligacdo a seus receptores | e Il (TRl e TRIl) (MASSAGUE, 2000).
Estudos in vitro tém mostrado que os Tgf's tém um potencial de regular a
expressao de si mesmos e seus receptores, 0 que pode ser necessario para
gue suas funcdes bioldgicas sejam exercidas de maneira adequada (GEBKEN,
1999).

Durante o desenvolvimento, as trés isoformas do Tgf (1, 2 e 3) sao
expressas no sistema nervoso de mamiferos. No entanto, no cérebro adulto,
Tgf2 e Tgf3 estdo amplamente distribuidos enquanto Tgfl é restrita as
meninges (FLANDERS et al., 1991). Mesmo assim, Tgfl pode ser fortemente
regulado em resposta a ferimentos. Além disso, Tgfl apresenta um potencial
benéfico na protecdo a lesdo neuronal e promocdo de neurogénese (ZHU et
al., 2002).

Tgf beta também ja foi descrito participando da plasticidade neural adulta
(AGETA et al., 2010; SUN et al., 2007). No entanto, o mecanismo pelo qual
esse processo ocorre ainda ndo esta claro. Zhang e colaboradores (2012)
mostraram que DBL-1, uma proteina homdéloga a Tgfbl de Caenorhabditis
elegans conhecida por controlar a morfologia do corpo e a imunidade, é
essencial para aprendizagem do olfato aversivo a alimentos potencialmente
prejudiciais.

Ainda ndo h& nenhuma demonstracdo real da interagdo de Tgfbl com

PrP¢ Sabe-se até entdo que PrP°¢ tem uma participacdo essencial no
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desenvolvimento do olfato (LE PICHON et al.,, 2009), e nesse processo é

possivel que, in vivo, PrP¢ encontre Tgfb1l.

5.2.5 Glutationa S transferase M1 (Gstm1)

GSTM1 é membro da familia mu de glutationas transferases citosolicas.
Ela esta envolvida no metabolismo da carcinogénese e tem-se apresentado
como fator de risco no desenvolvimento de tumores sélidos em mamiferos
adultos.

O estresse oxidativo desempenha papel fundamental na patogénese da
doenca de Alzheimer. Genes que codificam para a atividade metabdlica das
enzimas metabolizadoras de xenobidticos podem agir como genes candidatos
para a deméncia. A glutationa S-transferase (GST) pode ser exercer um fator
de risco para a doenca de Alzheimer porque GSTs séo parte de uma familia de
enzimas (enzimas de fase Il) que catalisam a conjugacédo de uma variedade de
substratos eletrofilicos, como os xenobidticos (farmacos, produtos quimicos,
substancias cancerigenas e pesticidas), com a glutationa (STRANGE et. al.,
2001)

A atividade da GST reduzida tem sido descrita em varias regides do
cérebro e no ventriculo cerebroespinhal em curto intervalo de tempo no
postmortem de pacientes com Alzheimer (LOVELL et. al., 1999). Também ja foi
demonstrado que, em alguns casos, polimorfismos nos genes de GST podem
resultar na codificacdo de enzimas com atividade catalitica alterada. Estudos
prévios de variantes alélicas de GST identificaram dois grandes polimorfismos
em Glutationa S transferases da familia Mu (GSTM1) e na familia Teta
(GSTT1) causados pela delecdo de genes, o que tem graves consequéncias
fenotipicas. A inatividade enzimatica de GSTM1 e GSTT1 esta relacionada com
maior estresse oxidativo (STRANGE et. al., 2001).

Alguns trabalhos indicam que PrP¢ também participe de mecanismos
resistentes ao estresse oxidativo (LINDEN et al., 2008). Assim, é possivel que
a interacao encontrada entre GSTM1 e PrP°¢ esteja envolvida na regulacéo de

espécies oxidativas na célula.
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5.2.6 Cadeia leve da dineina (Dyn1ltlb)

A viabilidade e a funcdo dos neurdnios dependem diretamente da
ativacdo do transporte axonal de diversas moléculas contidas em vesiculas
(GOLDSTEIN et. al., 2009; VERHEY & HAMMOND, 2009). A dineina uma das
principais proteinas responsaveis, juntamente com a kinesina, pela direcdo dos
movimentos das vesiculas sobre os microtubulos (MT). Ela utiliza a energia
gerada pela hidrolise do ATP para fazer a translocacdo no movimento
anterégrado e retroégrado dos microtibulos. A dineina citoplasmatica é formada
por cadeias leve e pesada. A cadeia pesada (DHC) € um motor que interage
com um conjunto de unidades acessorias e também com a dinactina (outra
proteina motora que funciona como co-fator da dineina), conduzindo assim o
transporte sobre o MT (KARDON & VALE, 2009). As dineina e kinesina sé@o
motores unidirecionais opostos que atuam juntas (HACHIYA et. al., 2004). A
coordenacao do movimento pode ocorrer pela associacao
alternada/dissociacdo dessas proteinas, sugerindo que a modulacdo da
atividade de ambos os motores acontece pela geracdo de forcas opostas,
podendo também sofrer influéncia do nimero de motores associados a carga,
como num cabo de guerra (GROSS, 2004; WELTE, 2004). Como ja foi dito, a
porcdo da dineina responséavel por esse movimento sobre os MT € a DHC,
sendo a cadeia leve entdo a porcéo proteica que se liga a vesicula. Encalada e
colaboradores (2011) demonstraram em modelo experimental de transporte de
vesiculas contendo PrP°¢ que dineina e kinesina atuam juntas nesse transporte.
Eles demonstram que a subunidade kinesina-1C da kinesina e DHC formam o
principal motor retrégrado e anter6grado necessario para o transporte de
vesiculas de PrP¢ em ax6nios de mamiferos, e que a regulacdo da atividade
motora exercida sobre vesiculas de PrP¢ determina a direcdo do movimento.
Os resultados sugerem que a combinacdo das interagbes motoras e
regulagbes coordenadas podem atuar in vivo como motores de polaridades
opostas influenciando na motilidade, e que kinesina e DHC dependem de
interacao fisica pra exercerem suas func¢des no transporte. Assim, relacionando
com 0s nossos resultados, € possivel que a interacdo encontrada na varredura,
entre a cadeia leve da dineina e o PrP°¢ esteja envolvida no transporte de

vesiculas contendo PrP¢ e que realmente tenha um significado biologico.
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Entretanto, mais estudos serdo necessarios para mostrar se essa ligacao
ocorre in vivo, pois durante o transporte de vesiculas, PrP¢ fica voltado para o
interior da vesicula, ndo tendo acesso a cadeia da dineina.

Carson e colaboradores (2005) demonstraram que a caspase 8 pode
atuar como uma iniciadora da apoptose de neurdnios olfatorios sensoriais
(NOS) do epitélio olfatério apds bulbectomia e também depois da inducdo de
instabilidade sinaptica. As caspases 8 e 3 sdo sequencialmente ativadas dentro
do NOS terminal pré-sinaptico. Um complexo formado por caspase 8 com
dinactina é transportado retrogradamente, precedendo a ativacdo axonal da
caspase 3 e a subsequente apoptose do NOS. Uma vez que a caspase-8 é
maximamente ativada no terminal pré-sinaptico, ela é transportada
retrogradamente pelo motor formado pelo complexo dinactina/dineina, um
processo que pode ser inibido focalmente para inibir a apoptose do NOS apés
lesdo axonal aguda. Estes dados revelam um novo mecanismo de apoptose
impulsionado por movimento retrégrado, em que a caspase-8 interage
diretamente com o complexo motor em que a dineina esta envolvida.

No entanto, ndo existe nenhuma informacédo na literatura que mostre ou
sugira uma interacdo direta entre PrP¢ e cadeia leve de dineina, como

encontrado NOs NOSsSOs experimentos.

5.2.7 Proteina 1 ligante de NEDD4 (N4bpl)

Muitas proteinas podem ser conjugadas com ubiquitina e com um pequeno
modificador relacionado a ubiquitina (SUMO), sendo que a interferéncia destas
duas modificacbes pds-traducionais servem para regular a funcéo da proteina e
sua estabilidade. N4ABP1 é uma proteina nucleolar que sofre esses dois tipos
de marcacéo, sendo ela poliubiquitilada por SUMO-regulagédo (SHARMA et. al.,
2010).

O proteassoma de ubiquitina desempenha um papel fundamental em
diversos processos nucleares, incluindo a manutengdo da estrutura da
cromatina e reparo do DNA, controle da proliferacédo celular e da morte celular
programada (HERSHKO & CIECHANOVER, 1998).
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Murillas (2002), na investigacao de alvos proteicos que sofrem degradacao
mediada por marcacdo com ubiquitina, encontraram, via duplo hibrido em
leveduras, N4ABP1 interagindo com alguns dominios especificos (WW e HECT)
da ubiquitina ligase E3 Nedd4. Essa marcacdo desempenha um papel-chave
no dobramento normal das proteinas (MURILLAS et al., 2002). Sharma e
colaboradores. (2010) mostraram que N4BP1 transfectadas transitoriamente
ficam localizadas em discretos dominios subnucleares e funciona como
substrato para a monoubiquitilacdo mediada por NEDD4. Um trabalho também
recente demonstrou que N4BP1 interage com o dominio ITCH da ligase E3,
mas ndo é um substrato para a ubiquitilacdo mediada por este dominio
(OBERST et al., 2007)

Se essa € a funcao priméaria do N4BP1 ndo se sabe, mas o trabalho de
Anantharaman & Aravind (2006) previu que N4BP1 poderia ter também uma
atividade de ribonuclease além de participar da ubiquitilagdo.

Sharma (2010) em seu trabalho localizou N4BP1 enddégena no nucléolo de
células de cultura primaria, sugerindo um papel no processamento do RNA
nucleolar. Mostraram também que N4BP1 sofre poliubiquitilacdo e degradacao
proteassoma dependente.

A interacdo de PrP°® com esse ligante reforca a ideia de que PrP¢
possivelmente seja reciclado intracelularmente via ubiquitilacdo (BARBIERI et
al., 2011), e a interacdo encontrada neste projeto sugere que esse pProcesso
seja mediado pela ubiquitina ligase E3 NEDD4 dependente da ligagdo com
N4BP1.

5.2.8 Beta catenina associada a caderina 1 (Ctnnb1)

A via periférica olfativa € uma parte Unica do sistema nervoso. Neurdnios
olfatérios sensoriais (NOS) sdo aqueles neurdnios situados em um epitélio de
superficie, o epitélio olfatério (OE), e, assim, tém de criar uma barreira epitelial.
Eles estdo diretamente expostos a agentes toxicos ou infecciosos do ar, o que
pode causar degeneracdo desses neurbnios. A perda de reconhecimento de
odor € prevenida pela geracéo continua de NOS a partir da divisdo de células

progenitoras neuronais do epitélio basal. Recém-gerados, os NOS imaturos
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movem-se apicalmente no epitélio, estendendo seus dendritos para o epitélio
de superficie e seus axbnios para o bulbo olfatério (OB), onde atingem os
glomérulos e formam sinapses (SCHWOB, 2002).

A projecao dos axoénios dos NOS para o OB é um processo complexo, mas
bem regulado. Embora se saiba que as proteinas receptoras de odor e outras
moléculas estejam implicadas neste processo, como isso acontece ainda ndo
esta muito bem esclarecido. Akins e Greer (2006) demonstraram que 0sS
axbnios permanecem restritos a camada exterior do nervo olfatério e que as
interacOes celulares sdo mediadas, em parte, por moléculas de adeséo celular.
As caderinas sdo uma grande familia de moléculas de adesédo cuja funcao
depende de seus parceiros ligantes intracelulares, as cateninas, que por sua
vez fazem a ligacdo com o citoesqueleto. Alfa e beta-cateninas sao
encontradas em todo o OB e séo expressas uniformemente em todos os NOS.
Essas proteinas sao expressas predominantemente durante o desenvolvimento
perinatal, embora também sejam expressas uniformemente na idade adulta
(AKINS e GREER (2006)).

Juncdes oclusivas e de adesdo entre os neurbnios, células epiteliais e
gliais fornecem uma barreira e conferem propriedades de adeséo no OE. Essas
juncBes também auxiliam na compartimentalizacdo e crescimento axonal dos
NOS (BOOKER-DWYER et. al., 2007). Steinke & Detlev (2008) demonstraram
que caderinas e alfa e beta-cateninas estdo co-localizadas nas juncdes
oclusivas de OE. Além disso, eles mostraram que entre neurbnios imaturos e
maduros existem numerosos focos de contato. Juncdes de ades&o foram
documentadas entre células do epitélio olfatdrio (OECSs), entre OECs e axdnios,
e entre axonios. A presenca e composicao molecular de juncdes de adesado
sdo consistentes com um papel de proteinas em processos neuroplasticos na
via periférica olfativa.

Nesse contexto, pode-se sugerir que, sendo a beta-catenina um ligante de
PrP¢, a interacdo destas proteinas pode estar envolvida nos processos de
adesao celular.

Varios sistemas de neurotransmissdo sao danificados em TSEs,
particularmente o sistema serotoninérgico (LEDOUX, 2004). Um distarbio no
metabolismo serotoninérgico em um caso da doenca de Creutzfeldt-Jakob foi

descrita pela primeira vez em 1971 por Brun e colaboradores (1971). Em 2000,



74

alguns autores sugeriram uma funcédo da transducéo de PrP¢ nos neurbnios
serotoninérgicos e noradrenérgicos (MOUILLET-RICHARD et. al.,, 2000).0
peptideo pridnico (proveniente de PrPS¢) 106-126 induz a apoptose neuronal
por ativacdo da glicogénio sintetase quinase 3 (Gsk-3) atraves, principalmente,
da sinalizacdo celular induzida pela beta catenina expressa na membrana
como receptor/ sinalizador celular (PEREZ et. al., 2003). Neste cenario, pode-
se inferir um papel relevante da proteina prion nos processos sinapticos e de
inducdo de morte neuronal, uma vez que a via de sinalizacdo beta-catenina
tem um papel central no controle da proliferacdo e da morte celular
(MOUILLET-RICHARD et. al., 2000).

5.2.9 Proteina multivesucular carregada 2A (Chmp2a)

O direcionamento de proteinas transmembrana ubiquitiniladas dentro dos
corpos multivesiculares endossomais (MVBs- do inglés “multivesicular bodies”)
dependem do seu reconhecimento pelos complexos de enderecamento
endossomal necessario para o transporte (ESCRTs), que também sé&o
necessarios para a formacdo de MVB. O modelo originalmente proposto para
o funcionamento dos ESCRTs simplifica a coordenacéo de reconhecimento da
vesicula mas ndo pode explicar porque ESCRTs sao necessarios para o
surgimento de vesiculas MVB (NICKERSON et. al., 2007).

ESCRT-IlIl € necessério para a formacdo e rompimento de vesiculas
endossomais intraluminais, o que da origem a corpos multivesiculares e
citocinese. O ESCRT-IIl é composto de 11 membros em humanos, que, com
excecdo de um membro, correspondem as seis proteinas ESCRT-III-like em
leveduras. CHMP2A (homodloga a proteina VPS2 de leveduras) e CHMP3 se
unem em estruturas tubulares helicoidais que fornecem uma plataforma para a
interacdo da membrana e VPS (proteina de triagem vacuolar) 4, catalisando
efeitos que levam a desmontagem dos polimeros ESCRT-III-CHMP2A CHMP3
in vitro (LATA et. al.,, 2009). Ainda segundo Lata, a funcdo de CHMP2A no
complexo é fazer a constricdo/fissdo da membrana com CHMP3.

Uma relacdo possivel entre o complexo ESCRT e PrP¢ pode estar

relacionado ao processo de enderecamento e posterior degradacdo de PrP°
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apos sofrer endocitose, uma vez que ja foi visto que PrP¢ recebe a marcacéo

de ubiquitina para processamento (BARBIERI et al., 2011).

5.2.10 STIP1 homology and U-Box containing protein 1 (Stub1l)

STUB1 ou CHIP é uma ubiquitina ligase / cochaperona que participa no
controle de qualidade de proteinas, visando uma ampla gama de substratos de
proteinas chaperonas para degradacao.

Receptores Toll-like (TLRs) desempenham papéis importantes tanto na
imunidade inata quanto na adaptativa (KAWAI & AKIRA, 2010). O processo de
ubiquitilacdo de proteinas, o qual € mediado por enzimas conhecidas como E1,
E2 e E3, e o processo de deubiquitilacdo, que é mediado por enzimas
deubiquitiladoras (Dubs), desempenham um papel importante na modulacao
das respostas imunes (LIU et. al.,, 2005). Foi relatado que efeitos e
mecanismos de ligases E3 sdo essenciais para a sinalizacdo por TLR.
Portanto, a maneira de ubiquitilacdo pela E3 e o contato de substratos
ubiquitilados com Dubs pode decidir a intensidade da sinalizagcdo por TLR e o
destino dos seus componentes (LIU et. al., 2005)

Yang e colaboradores (2011) descobriram que o knockdown de uma das
E3, (STUBL1), inibiu significativamente a sinalizagdo frente ao estimulo por LPS
(sinal gerado via TLR4). Trabalhos anteriores sugerem que STUB1 contém um
anel de U-box e atua como E3 em combinacdo com chaperonas como Hsp70 e
Hsp90 (heat shock protein) para mediar a ubiquitilacdo de chaperonas ligadas
a substratos (DICKEY et. al., 2006). Tem sido demonstrado o envolvimento de
STUB1 como mediador da ubiquitilacdo de diversas proteinas, incluindo
receptores de membrana, fatores de transcricdo, quinases e varias proteinas
patolégicas (DICKEY et. al.,, 2006). Camundongos knockout de STUB1
apresentam atrofia e apoptose sensivel a temperatura em diversos 0rgaos,
deficiéncia nas respostas ao estresse de calor e no dobramento de proteinas,
longevidade diminuida e aceleracdo do envelhecimento (MARUYAMA et. al.,
2010; NAITO et. al., 2010).

Jang e colaboradores (2011) mostraram que a superexpressao de STUB1

inibe significativamente a invasao de células de cancer de mama. Além disso,
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mostraram que STUBL inibe fortemente a localizacdo nuclear e a atividade
transcricional de NF-kB. Isso foi comprovado pelo aumento significativo da
capacidade de invasdo celular apresentada quando na supressdo da
expressdo de STUBL por RNA de interferéncia.

Assim, como jA mencionado para outros ligantes, pode-se relacionar a
interacdo encontrada entre PrP¢ e STUB1 com o mecanismo de ubiquitinilacao.
STUB1, como o proprio nome indica, € uma proteina homdloga a STIP1
(Stress-Inducible- Phosphoprotein 1). Ambas proteinas possuem dominios
repetidos de tetratricopeptidos (dominios TRPs). Varias proteinas que
apresentam dominios TRPs participam de interagdes com proteinas de “heat
shock”, como Hsp70, Hsp90 e Hsc70, sendo importantes para o correto
dobramento de proteinas recém-sintetizadas. Essa funcdo foi demonstrada
tanto para STUB1 (BALLINGER et al. 1999), quanto para STI1 (SMITH et al.,
1993). O mais interessante é que STI1 é um ligante ja bem conhecido de PrP¢
e essa interacdo estd envolvida em processos de neuritogénese,
neuroprotecao entre outros (LINDEN et al. 2008). Ainda precisa-se investigar
melhor se a interacdo encontrada entre STUB1 e PrP°¢ é devida a homologia da
primeira com STI1 ou se essa interagdo participa de outros processos,
sobretudo no sistema olfatério.
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6. CONCLUSOES

A varredura da biblioteca de cDNA de epitélio olfatério de camundongo
com a isca de PrP°¢ foi realizada, obtendo-se como resultado 10 possiveis
ligantes de PrP°¢. O ligante Ctnnb1 foi o Unico que, por enquanto, foi confirmado
por outra técnica (pull down).

O presente trabalho identificou ligantes inéditos de PrP¢, o que pode
contribuir para a elucidacdo da seu papel fisiologico, bem como para

determinacao de alvos terapéuticos para as doencas relacionadas.
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