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RESUMO

A proteina prion celular (PrP°€) é uma glicoproteina extracelular, ancorada na
membrana plasmatica por uma molécula de glicofosfatidilinositol (GPI). A conversao
de PrP® em uma isoforma patoldgica (PrP*°), a partir de modificagbes estruturais, é
responsavel pelo desenvolvimento das encefalopatias espongiformes transmissiveis
(TSEs) ou doencgas pridnicas.

Varios trabalhos indicam que formas citosdlicas de PrP podem ser formadas
durante erros na sua biossintese. Os prions citosdlicos (CytPrP) sao gerados por
meio de duas vias: ERAD (ER-associated Degradation) e ineficiéncia do peptideo
sinal. Alguns estudos demonstram que estas formas de prions citosélicos exercem
funcao neurotodxica, contribuindo para a manifestacao das doencgas pridnicas.

Trabalhos anteriores do nosso grupo, foram capazes de identificar uma
interagéo entre PrP® e CHIP/Stub1. CHIP/Stub1 é uma proteina citoplasmatica o
qual funciona como um co-chaperona molecular e apresenta atividade ubiquitina E3-
ligase, participando do controle de qualidade das proteinas desde o dobramento até
a fase de degradagao. Ainda, CHIP/Stub1 € homdloga a proteina STI1/Hop, uma co-
chaperona e um ligante bem estabelecido de PrP°.

O objetivo desse trabalho foi avaliar em diferentes linhagens celulares se o
efeito neurotdxico de PrP citosdlico, ja descrito para algumas células, era capaz de
ser modulado através dessas co-chaperonas. Em nossos resultados mostramos
por diferentes ensaios de viabilidade celular, tais como MTT, vermelho neutro, que
CytPrP reduziu de 30-50% a viabilidade celular de trés linhagens neuronais
testadas: N2a, SH-SY5Y e CF10. Esse mesmo efeito ndo foi observado para
linhagem renal HEK293T. A expressao das co-chaperonas CHIP e STI-1 foi capaz
de reverter a toxicidade do CytPrP em todas linhagens neuronais. Nossos
resultados ainda mostraram que mutantes de CHIP e STI-1 com dominios
deletados também foram capazes de reverter o efeito neurotoxico causado pela
CytPrP.

Ensaios utilizando o inibidor MG132 e hidroxicloroquina sugerem que essa
reversdao do efeito neurotoxico de CytPrP por CHIP e STI-1 parece nao ser
dependente da via de degradacao por proteossomo, nem por lisossoma. Assim,
um mecanismo através do qual as co-chaperonas exercem seu efeito de protecao
da neuroxicidade ainda esta sendo investigado.

Os dados obtidos nesse trabalho poderdo contribuir para elucidar os
possiveis mecanismos da neurotoxicidade de prions, permitindo um auxilio futuro no
desenvolvimento de alvos terapéuticos relacionadas a doengas pridnicas.

Palavras-chave: PrP citosolico. Neurotoxicidade. CHIP/Stub1. STI1. Prion.

Xii



ABSTRACT

The cellular prion protein (PrP°) is an extracellular glycoprotein, anchored to
the plasma membrane by a glycophosphatidylinositol (GPI) molecule. The
conversion of PrP¢ to a pathological isoform (PrP=°), through structural modifications,
is responsible for the development of transmissible spongiform encephalopathies
(TSEs) or prion diseases.

Several data indicate that cytosolic forms of PrP can be formed during errors
in its biosynthesis. Cytosolic prions (CytPrP) are generated by two pathways: ERAD
(ER-associated Degradation) and signal peptide inefficiency. Some studies have
shown that these forms of cytosolic prions exert neurotoxic function, contributing to
the manifestation of prion diseases.

Previous work by our group was able to identify an interaction between PrP°
and CHIP/Stub1. CHIP/Stub1 is a cytoplasmic protein, identified as a co- chaperone
with E3 ligase activity, participating in the quality control of proteins, from folding to
the degradation phase. Still, CHIP/Stub1 is homologous to STI1 (stress - inducible
protein 1), a co-chaperone and a well-established PrP° bind protein.

The objective of this work was to evaluate in different cell lines whether the
neurotoxic effect of cytosolic PrP, already described for some cells, was able to be
modulated through these co-chaperones. In our results we showed by different cell
viability assays, such as MTT, neutral red, that CytPrP reduced from 30% to 50% the
cell viability of three tested neuronal lines: N2a, SH-SY5Y and CF10. This same
effect was not observed for HEK293T renal lineage. Our results also show that CHIP
and STI-1 mutants with deleted domains were also capable of reversing the
neurotoxic effect caused by CytPrP in all neuronal lines.

Assays using the proteasome inhibitor MG132 and Hydroxychloroquine
suggest that this reversal of the neurotoxic effect does not appear to be dependent of
the proteosome or lysosomal degradation pathways. Thus, a mechanism through
which co-chaperones exert their protective effect of CytPrP neuroxicity is still being
investigated.

The data obtained in this work may contribute to elucidate possible
mechanisms of neurotoxicity of prions, allowing future aid in the development of
therapeutic targets related to prion diseases.

Keywords: cytosolic PrP. Neurotoxicity. CHIP/Stub1. STI1. Prion
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1 INTRODUGAO

A proteina prion celular (PrP€) é uma glicoproteina abundante do sistema
nervoso central (SNC), de aproximadamente 32-35 kDa e que esta ancorada na
membrana plasmatica por meio de uma molécula de glicosilfosfatidilinositol (GPI)
(MEYER et al., 1986; STAHL, PRUSINER , 1991). Modificagdes em sua estrutura
resultam em uma isoforma patolégica (PrP*°), insollvel e resistente a proteases
que € fundamental para o desenvolvimento das encefalopatias espongiformes
transmissiveis (TSEs) ou doengas pridnicas (PRUSINER, 1998). Estas desordens
neurodegenerativas podem ser de origem hereditaria, infecciosa ou esporadica
como, por exemplo, a insénia Familiar Fatal, a doenca da vaca louca e a doencga
de Creudzfeldt-dJakob respectivamente (PRUSINER,1998; LINDEN et al., 2008).

Geralmente, a manifestacdo das doencgas pridnicas € atribuida ao acumulo
anormal da isoforma patolégica, PrP% (PRUSINER, 1998). Entretanto,
camundongos nocautes para PrP¢ foram capazes de se desenvolver normalmente
ao serem inoculados com a forma scrapie (PrP%¢) (BUELER et al., 1993). Outros
mecanismos, portanto, estdo envolvidos na manifestagado das doengas pridnicas.

Durante sua biosintese, PrP¢ é traduzida e translocada para o ER
simultaneamente. No reticulo endoplasmatico, PrP° recebe a &ncora de GPl em
sua regidao C-terminal e sofre modificagdes pds-traducionais, como a formacéao de
uma ponte dissulfeto e adicées de oligossacarideos em dois sitios. Em seguida,
PrPC transita para o Golgi, onde ira sofrer outros processos de maturagéo, e, pela
via de secregdo, €& estabelecida na superficie extracelular da membrana
plasmatica (CHAKRABARTI et al., 2009). Entretanto, em alguns casos, erros na
biossintese ocorrem e resultam em formas citosdlicas da proteina prion. Os prions
citosdlicos sdo gerados por meio de duas vias: ERAD (ER-associated
Degradation) e ineficiéncia do peptideo sinal (MIESBAUER et al., 2009). Alguns
estudos demonstram que estas formas de prions citosolicos exercem fungao
neurotéxica, contribuindo para a manifestagdo das doencgas pridnicas (MA et al.,
2002; MIESBAUER et al., 2009; FIORITI et al., 2005). Porém, interessantemente,
ha estudos que apontam na direcdo contraria e mostram que estas formas de
prion exercem papel neuroprotetor (RESTELLI, et al., 2010; ROUCOU, et al.,,
2003).
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O efeito neurotéxico de CytPrP foi verificado usando varias abordagens,
como células em cultura e modelos de animais transgénicos. Em estudos realizados
por Rane et al. (2004), foi observado que uma melhor eficiéncia na sequéncia sinal
de PrP, resultou em uma diminuicdo de PrP degradado pelo proteassomo.
Sugerindo que a translocagao ineficiente no ER pode gerar uma forma citotdxica,
sujeita a agregacao de PrP em determinadas células como MDCK e N2a (RANE et
al., 2004).

Estudos feitos com linhagens celulares, como N2a, indicaram que a
inibicdo do proteassomo pode resultar em um acumulo de moléculas de CytPrP
citotéxico. Além disso, acumulacdo de PrP na presenca de inibidores de
proteassomo sdo téxicos em células N2a, mas ndo em algumas linhagens de
neuroblastomas humanos, sugerindo que o CytPrP somente é téxico em
determinados tipos de células neuronais (ROUCOU, et al., 2003).

Com relagdo aos possiveis efeitos neuroprotetores de PrP citosélicos,
trabalhos realizados por Bounhar e colaboradores, sugerem que PrP citosdlicos
protegem neurbnios humanos contra a agao pro-apoptoética da proteina Bax
(BOUNHAR et al., 2001) Outros trabalhos similares colaboraram com esses
achados (RESTELLI, et al., 2010).

Prions citosdlicos séo alvos de degradagao por meio do sistema ubiquitina-
proteassomo (YEDIDIA et al., 2001) e sua toxicidade pode ser modulada pela
superexpressao de HSP70 (ZHANG et al., 2012), evidenciando a participagéo das
chaperonas moleculares nas doencas pridnicas. Diversos estudos mostram que a
co-chaperona CHIP/Stub1 tem papel importante no contexto das doencgas
neurodegenerativas. CHIP/Stub1 é uma proteina citoplasmatica com uma massa
molecular de 35kDa que funciona como um co-chaperona molecular e apresenta
atividade ubiquitina E3-ligase, participando do controle de qualidade das proteinas
desde o dobramento até a fase de degradacdo. Esta proteina associada com
complexos de diferentes chaperonas € capaz de monitorar o processo de
dobramento, bem como diferentes vias de degradacdo da proteina tais como
proteassoma e autofagia (BALLINGER, et al., 1999; DICKEY, et al., 2007; SUN et
al.,2014). Além do mais mostrou-se diminuir, por meio de degradacéao via UPS, os
niveis do peptideo AB42 (KUMAR, P et al., 2007), Ataxina-1 (AL-RAMAHI et al.,
2006) e LRRK2 (DING; GOLDBERG, 2009), proteinas envolvidas nas doencgas de

Alzheimer, Huntington e Parkinson respectivamente. Recentemente, nosso grupo
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de pesquisa, utilizando as técnicas de duplo-hibrido em leveduras, pull-down e
imunoprecipitacdo, foi capaz de identificar a interacdo entre PrP¢ e CHIP/Stub1
(GIMENEZ et al., 2015). Logo, é possivel que CHIP/Stub1 possa ter participagao
nas doengas pridnicas também.

A proteina STI1 (Stress-inducible protein 1), outra co-chaperona e
homologa a CHIP/Stub1, também interage com PrP¢ e estd envolvida em
processos de neuritogénese e neuroprotecdo (ZANATA et al., 2002; CHIARINI et
al., 2002; LIMA et al., 2007). Em estudo realizado por Muller e colaboradores
(MULLER et al., 2013), foi visto que a fosforilagdo da regido C-terminal de Hsp70 e
Hsp90 impede a ligagdo de CHIP/Stub1 e aumenta sua ligagdo ao STI1/Hop,
permitindo o dobramento de proteinas. Do contrario, quando estas chaperonas
nao estao fosforiladas, elas preferencialmente se ligam em CHIP/Stub1,
promovendo assim a degradagdo de proteinas alvo, através do proteossoma
(KUNDRAT; REGAN, 2010; MULLER et al., 2013). Portanto, possivelmente um
mecanismo semelhante esteja envolvido no controle de qualidade de PrP¢, uma
vez que tanto STI1, quanto Stub1/CHIP interagem com PrP¢.

Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar em diferentes linhagens
celulares se o efeito neurotoxico de PrP citosdlico (CytPrP), ja descrito para
algumas células, era capaz de ser modulado por CHIP/ Stub1 e STI1, através da
superexpressao dessas co-chaperonas. Os dados obtidos poderao contribuir para
elucidar os possiveis mecanismos da neurotoxicidade de prions, permitindo um
auxilio futuro no desenvolvimento de alvos terapéuticos relacionadas a doengas

pridnicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ENCEFALOPATIA ESPONGIFORME TRANSMISSIVEIS (TSE)

Encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSE), também conhecidas por
doengas pridnicas, formam um conjunto de doencas degenerativas do sistema
nervoso relacionadas a conversédo da proteina prion celular (PrP€) em sua forma
infectante (PrP*°), pelo dobramento incorreto desta proteina (MCKINLEY et al., 1982;
PRUSINER, 1982). O termo transmissivel & devido ao agente causador dessas
encefalopatias que sdo os prions, os quais podem ser adquiridos por infecgao,
hereditariamente, ou esporadicamente. Prions sdo particulas proteicas, de carater
infeccioso e desprovido de material genético.

O interesse inicial em torno dos prions aconteceu devido ao envolvimento
direto em algumas doengas que ndo possuiam etiologias conhecidas. S&o doencgas
raras, com incidéncia mundial de aproximadamente 1 caso para cada 1 milhdo de
pessoas (ANVISA, 2004). O corrente espectro das doengas que compdem 0 grupo
das encefalopatias espongiformes, no homem, é subdividido quanto aos sintomas
clinicos associado aos aspectos neuropatoldgicos, incluindo: kuru, doenca de
Creutzfeldt-dacob (TABRIZI, 1996), doenga de Gerstmann-Straussler-Scheinker e
insénia familiar fatal (DEARMOND; PRUSINER, 1995). Nas outras espécies: scrapie,
que acomete ovinos e mais raramente caprinos; encefalopatia espongiforme bovina
(BSE) ou doencga da vaca louca; encefalopatia espongiforme de alguns animais de
zoolégico (KIRKWOOD et al., 1990; WILESMITH et al.,, 1992; DENNY et al., 1992;
CUNNINGHAM et al., 1993); doengca emaciante cronica e encefalopatia
espongiforme felina (PEARSON et al., 1992; FRASER et al, 1994; WILL et al., 1996).
A TABELA 1 apresenta, de forma resumida, alguns aspectos dessas doengas.

Atualmente, o envolvimento dos prions na etiologia de doengas
neurodegenerativas, em animais e humanos, ja se encontra bem esclarecido, tendo
todas elas em comum o acumulo de uma proteina prion que € resistente ao
tratamento com proteases, denominada PrPs¢. Os sinais e sintomas mais freqiientes
sdo deméncia rapidamente progressiva associada a tremores musculares de
extremidades (GAJDUSEK, 1996; PRUSINER, 1996; ANVISA, 2004).
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TABELA 1. ENCEFALOPATIAS ESPONGIFORMES TRANSMISSIVEIS.

Doenga Hospedeiro Etiologia
Esporadica
Doenca de Creutzfeldt-Jakob Humanos Converséo esporadica da PrP
Genética
Doenca de Creutzfeldt-Jakob Humanos Mutacdes no gene da PrP
familiar
Gerstmann Straussler Humanos Mutagdes no gene da PrP
Scheinker
Ins6nia Familiar Fatal Humanos Mutagdes no gene da PrP
Adquirida
Doenca de Creutzfeldt-Jakob Humanos Contato com extratos teciduais,
iatrogénica instrumentos neurocirurgicos
contaminados
Kuru Humanos Infeccao através de rituais e
antropofagia
Doenca de Creutzfeldt-Jakob Humanos Infecgao provavelmente pela
variavel ingestao de carne bovina
contaminada
Encefalopatia Espongiforme Bovino Ingestéo de ragéo contendo

Bovina

restos de animais infectados

2.2 PRIONS

(Tabela adaptada AGUZZI et al., 2013)

A proteina prion celular (PrP°), é encontrada predominantemente como uma

glicoproteina extracelular de 32-35 kDa, ancorada na membrana através de uma

molécula de glicofosfatidilinositol (GPI). PrP® pode ser encontrada nas formas nao

glicosilada, mono e di-glicosilada, sendo que a forma madura, encontrada na

membrana celular, é a di-glicosilada (MEYER et al., 1986). Os dominios que fazem
parte de PrPCestdo ilustrados na FIGURA1.
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FIGURA 1-DESENHO ESQUEMATICO DA PROTEINA PRION CELULAR E SUA
LOCALIZACAO NA MEMBRANA CELULAR.
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Nota: (A): Durante o trajeto da proteina através do reticulo endoplasmatico, a por¢cdo N-terminal
(peptideo sinalizador: SP) é removida juntamente com a porgdo C-terminal (rosa: GSP), sendo esta
Ultima substituida por uma &ncora de GPl. A regido em verde entre os aminoacidos 51 e 91,
representa as sequéncias de oito aminoacidos que se repetem cinco vezes (octarepeats) ; em
marrom (HC),representa o nucleo hidrofébico .E os retdngulos cor de laranja (H1, H2 e H3)
representam regides de estrutura a-hélice. (B) PrP° é incorporado no lado externo da membrana
plasmatica através de sua ancora de GPI. A proteina madura possui um dominio C- terminal e
novelada em a-hélices e B- folha antiparalela (representadas em azul e verde respectivamente); o
dominio N terminal é desordenado, compreendendo quase metade da cadeia polipeptidica
(representado em vermelho e cinza). As esferas alaranjadas representam os oligossacarideos
FONTE: Adaptado de LINDEN et al, 2008; Adaptado de PINHEIRO, 2006).

A proteina prion (PrP) é encontrada em duas isoformas sendo uma normal
(PrP°) e a outra patolégica conhecida como scrapie (PrPs¢) (CAUGHEY;
CHESEBRO, 1997). Sua forma normal apresenta predominantemente estrutura em
alfa-hélice, com a capacidade de ser convertida a PrP*, o qual possui maior
quantidade de folhas- 3, formando agregados compactos, insoluveis a detergentes e
resistentes a proteinases, podendo se acumular nas células (MCKINLEY et al.,
1982; PRUSINER, 1982). O termo prion € usado para designar as particulas
infecciosas protéicas, que sdo exclusivamente compostas por PrP° e desprovidas
de material genetico.

PrP¢ é encontrada em grande quantidades no sistema nervoso como cortex,
hipotalamo, hipocampo e bulbo olfatério (BENDHEIM et al., 1992; HORIUCHI et al.,
1995; LEMAIRE et al., 2000; Revisado por LIDEN et al., 2008; MEYER et al., 1986).
E em menor quantidade em outros érgdos como coragao, pulmao, rim e testiculos
(COSTA , 2007).
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Apesar de extensa pesquisa e do fato de PrP° ser conservado entre as
diferentes espécies, ainda ndo se chegou a um consenso sobre sua funcgéo
fisiolégica (LINDEN et al., 2008; MARTINS et al., 2009). Alguns estudos sugerem
fungcbes como: adesao, diferenciacdo, sinalizagao celular, crescimento de neuritos,
excitabilidade neuronal, e neuroprotegdo (MARTINS et al., 2002; ZANATA et al.,
2002;.CHIARINI et al., 2002; LIMA et al., 2007; BIASINI et al., 2012). Algumas
evidéncias apontam que a conversdo de PrP¢ para a forma PrPs¢ implica em um
aumento da fungdo neurotdxica. Entretanto, ha também a hipotese de que a perda
da fungdo da PrP° esteja envolvida na patogénese das doengas relacionadas
(LINDEN et al., 2008). Assim, o entendimento do papel biolégico da proteina pode
ajudar a elucidar o mecanismo molecular das doencas pridénicas (STEELE et al,,
2007).

Estudos realizados em camundongos nocautes, nos quais 0 gene que
codifica para PrP° foi removido, demonstraram que esses animais sao resistentes as
doengas causadas por prions (BUELER et al., 1993; BUELER et al., 1992), e
desenvolvem-se normalmente, sem maiores alteragbes fenotipicas. Entretanto,
parece pouco provavel que a proteina PrP¢ tenha evoluido apenas para permitir o
desenvolvimento de doencas fatais, e, realmente, fungcdes novas tém sido atribuidas
a proteina, tais como: memdria, processos de neuritogénese, neuroprotecdo, adesao
celular, entre outros (revisado por LINDEN et al., 2008). Muitas destas funcgdes
foram elucidadas com a descoberta de ligantes de PrP¢ (Revisado por LINDEN et
al., 2008).

2.3 BIOGENESE DE PRIONS

Varios estudos sobre as doencas causadas por prions tém procurado
esclarecer como alteragbes na biosintese e no metabolismo de PrP®¢ poderiam
deflagrar o processo neurodegenerativo (CHAKRABARTI et al., 2009). Como uma
tipica glicoproteina de superficie celular, durante sua tradugéo, PrP é translocado
para o reticulo endoplasmatico rugoso (ER), onde o peptideo sinal N- terminal (SP) é
clivado, e a ancora GPI| é adicionada simultaneamente com a remocdo de uma
sequéncia sinal de C- terminal (ORSI; SITIA, 2007).

Ainda no reticulo endoplasmatico, o PrP acaba sofrendo diversas

modificagdes pos traducionais, tais como adi¢do de oligossacarideos em dois sitios,
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resultando em uma mistura de moléculas mono, di e ndo-glicosiladas, e a formagao
de uma unica ponte dissulfeto (CHAKRABARTI et al., 2009).

Ao transitar no complexo de Golgi, PrP° recebe glicosilagdes adicionais
sendo exportada para a camada extracelular da membrana plasmatica (CAMPANA;
SARNATARO; ZURZOLO, 2005). PrP° maduro pode ser endocitado e reciclado para
superficie celular ou enviado para degradagao por lisossomos (CHAKRABARTI et
al., 2009).

Parte das moléculas de PrP recém-sintetizadas podem ser reconhecidas
como proteinas mal dobradas pelo controle de qualidade do reticulo endoplasmatico
e ser direcionada a uma via de degradagao associada ao reticulo endoplasmatico
(ERAD). Durante o processo de ERAD, ocorre um transporte retrégrado da proteina
que esta mal dobrada do lumen do reticulo endoplasmatico para o citosol. Nesse
local, a proteina € ubiquitinada por enzimas presentes no local, e degradada pelo
proteassomo (RESTELLI et al., 2010; revisado por VEMBAR e BORDSKY, 2008). A
FIGURA 2 apresenta um esquema do trafego de PrP.

PrP citosdlicos também podem ser gerados por um mecanismo
independente de ERAD. Nesse caso, uma parte de populagcdo de PrP recém-
traduzida falha em ser translocada ao lumen do ER, ficando no citosol e mantendo o
peptideo sinal N-terminal (FIORITI et al., 2005; ORSI et al., 2006).

Em células infectadas por PrP*°, este ultimo pode translocar da membrana
ou de compartimentos endociticos para o citoplasma, onde interfere na atividade do
proteassomo (MIESBAUER et al., 2010).
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FIGURA 2- ESQUEMA DE ROTAS A QUAL LEVAM A FORMACAO DE PrPs
CITOSOLICOS.

EXTRACELLULAR
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Nota. 1. E proposto que PrP° (circulo verde) siga a mesma via biosintética que as outras proteinas
ancoradas por GPI, sendo direcionada do ER (reticulo endoplasmatico) para o Golgi e deste para a
membrana plasmatica. 2. Uma via de degradacdo associada ao reticulo endoplasmatico (ERAD) é
capaz de realizar a retrotranslocacdo das formas de PrP mal dobradas presentes no ER para o
citosol, onde séo ubiquitinadas e degradadas pelo proteassoma. 3. Uma parte de populagdo de PrP
recém-traduzida falha em ser translocada ao lumen do ER, ficando no citosol onde podem seguir para
degradacio pelo proteassomo. 4. Nas células infectadas prions, ha a conversio de PrP¢ para PrPs°
(quadrado vermelho), o qual pode ser internalizado, em compartimentos endociticos para o citosol e
interferir na atividade proteassomal. FONTE: MIESBAUER et al., 2010.

24 PrP CITOSOLICOS E POSSIVEIS PAPEIS NEUROPROTETOR E/OU
NEUROTOXICO

As vias pelas quais a proteina prion aparece no citosol ainda se encontra de
forma especulativa e controversa (MA; LINDQUIST, 2001, 2002; YEDIDIA et al.,
2001; DRISALDI et al., 2003; HEGDE e RANE, 2003; ROUCOU et al., 2003). Como
ja mencionado, PrP citosodlico (CytPrP) pode ser formado por duas vias. Parte das
moléculas de PrP recém-sintetizadas podem ser reconhecidas como proteinas mal-
dobradas pelo controle de qualidade do ER e ser direcionada a via de degradacao
associada ao ER (ER associated degradation- ERAD). Essa via implica no
transporte retrégrado do lumen do ER para o citosol, remogao dos oligossacarideos
pelas N-glicanases e degradacéo pelo proteassomo (RESTELLI et al.,2010).Varias
evidéncias na literatura indicam que PrP€ sofre ubiquitinagdo e que é degradado via
proteassomo (YEDIDIA et al., 2001;MA e LINDQUIST, 2001). Estudos também

demonstraram que em condi¢des que favoreciam o dobramento aberrante de PrP,
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tais como mutagdes e/ou reducdo da fungao do proteassomo, levavam ao acumulo
de PrP citosdlicos potencialmente neurotoxicos (MA et al., 2002). PrP citosdlicos
também podem ser gerados por um mecanismo independente de ERAD. Nesse
caso, uma parte de populagédo de PrP recém-traduzida falha em ser translocada ao
lumen do ER, ficando no citosol e mantendo o peptideo sinal N-terminal (FIORITI et
al., 2005; ORSI et al., 2006). Alguns estudos indicam que essa forma de PrP é
neurotoxica, e outros trabalhos contradizem esses achados, mostrando que PrPs
citosolicos ndo sdo toxicos (revisado em LINDEN et al., 2008). Ha inclusive
evidéncias na literatura que mostram um efeito neuroprotetor dessa forma de PrP
em algumas células (ROUCOU et al., 2003; RESTELLI et al., 2010).

O efeito neurotoxico de PrP citosdlico foi verificado usando varias
abordagens, como células em cultura e modelos de animais transgénicos. Em
estudos realizados por Rane et al. (2004), foi observado que uma melhor eficiéncia
na sequéncia sinal de PrP, resultou em uma diminuicdo de PrP degradado pelo
proteassomo. Sugerindo que a translocacgao ineficiente no ER pode gerar uma forma
citotoxica, sujeita a agregacéo de PrP em determinadas células como MDCK e N2a
(RANE et al., 2004).

Estudos feitos em linhagens celulares, como N2a, indicaram que a inibigao
do proteassomo pode resultar em um acumulo de moléculas de PrP citotoxico no
citosol. Além disso, acumulagcdo de CytPrP na presengca de inibidores de
proteassomo sado toxicos em células N2a, mas ndo em algumas linhagens de
neuroblastomas humanos, sugerindo que o CytPrP somente €& toxico em
determinados tipos de células neuronais (ROUCOU et al., 2003).

Com relagdo aos possiveis efeitos neuroprotetores de PrP citosdlicos,
trabalhos realizados por Bounhar (2001), sugerem que PrP citosdlicos protegem
neurénios humanos contra a agao pro-apoptoética da proteina Bax (BOUNHAR et al.,
2001). Outros trabalhos similares corroboraram com esses achados (RESTELLI,
2010; FIORITTI, 2005).

2.5 CHIP/ STUB1

CHIP (C-terminus of Hsc70-interacting protein), também conhecida como

Stub1 (STIP1 homology and U-Box containing protein1), é uma proteina

citoplasmatica com massa molecular de 35kDa que funciona como um co-chaperona
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molecular e apresenta atividade ubiquitina E3-ligase, participando do controle de
qualidade das proteinas desde o dobramento até a fase de degradacgao
(BALLINGER et al., 1999; DICKEY et al., 2007; SUN et al., 2014). CHIP, associada a
complexos de diferentes chaperonas, € capaz de monitorar o processo de
dobramento, bem como de diferentes vias de degradacéo de proteinas clientes, tais
como proteassoma e autofagia (GOLDBERG, 2003; KOROLCHUK et al., 2010).

A regiao N-terminal de CHIP/Stub1 possui trés dominios de repeticdes de
tetratricopeptideos (TPR) que sao responsaveis por interagdes com Hsp70/90 e
outras chaperonas moleculares. A regidao C-terminal contém o dominio U-box, que é
o sitio da sua atividade ubiquitina E3 ligase, determinando a especificidade para
ubiquinagao do substrato (HATAKEYAMA et al., 2001). E por fim um dominio central

que contém residuos carregados, situado entre os dominios TPR e U-box.

FIGURA 3: ESQUEMAS DOS DOMINIOS DE CHIP
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Nota (A) Dominio de repeti¢cdes de tetratricopeptideos (TPR) ilustrado em cor Azul presente na regido
N-terminal, e o dominio U-box representado em cor laranja na regido C-terminal. (B) Diagrama
esquematico comparando os dominios estruturais de Stub1/CHIP entre varias espécies. FONTE:
Revisado por PAUL e GOSH, 2014

Varias proteinas que apresentam dominios TPRs, participam de interagdes

com proteinas chaperonas moleculares, incluindo a Hsp70, Hsp90 e Hsc70, sendo
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importantes para o0 correto dobramento de proteinas recém-sintetizadas e
degradacao de proteinas-alvo, via ubiquitina- proteassomo (CONNELL et al., 2001;
HATAKEYAMA et al., 2001).

2.6 STI-1/HOP

Ainda sobre CHIP/Stub1, sabe-se que esta € homdloga a proteina STI1
(stress-inducible protein 1) originalmente descrita como uma proteina capaz de se
associar e modular a atividade de proteinas Hsp70 e Hsp90 (HOP- Hsp70/Hsp90
Organizing protein) (SONG e MASISON, 2005), cujo transcrito contém 2079 pares
de bases que codificam para uma sequéncia de 543 aminoacidos, resultando em
uma proteina de 66kDa.

STI1/Hop também €& uma co-chaperona que contém dominios TPR e
interage com a regido C-terminal de Hsp70 e Hsp 90. Estes dominios TPRs sdo
formados por sequéncias repetidas de 34 aminoacidos degenerados, presentes em
um grande numero de proteinas (YOUNG et al, 2004). As proteinas que apresentam
dominios TPR participam no controle do ciclo celular, transcrigdo, auxiliam na
conformacao proteica, transporte, translocacao, tradugcao de sinal, metabolismo de
glicose, e liberagao de neurotransmissor (BLATCH et al., 1999). Estudos revelaram
que STI-1 humana contém 9 motivos TPR arranjados em 3 dominios, os quais foram
denominados TPR1, TPR2A, TPR2B (SCHEUFLER et al, 2000; VAN DER et al,
2000). Além destes dominios, a STI-1 contém regibes menores onde sé&o
encontrados residuos de aspartato e prolina adjacentes a TPR1 (DP1) e TPR2B
(DP2). Estes dominios estdo envolvidos na regulacédo da atividade de HSP70 e
HSP90 e na ativacao de receptores esterdides.

Além disso, assim como CHIP/Stub1, a STI-1 interage com PrP¢ (ZANATA
et al., 2002). Estudos indicam que STI1/Hop pode ser secretada no meio extracelular
(LIMA et al., 2007; HAJJ et al., 2013) e que sua interagdo com PrP¢ na superficie
celular esta envolvida em processos de neuritogénese e neuroprotegdo (ZANATA et
al., 2002; CHIARINI et al. ,2002; LIMA et al., 2007; LINDEN et al., 2008).

A distribuicdo celular de STI1 €& predominantemente citoplasmatica.
Entretanto, sua presenca no nucleo ja foi descrita, o que aponta para a existéncia de
um processo de importacdo nuclear de STI1 (LASSLE et al.,, 1997,
LONGONGSHAW et al., 2000). Alguns trabalhos tém demonstrado que tanto
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STIM/Hop como CHIP/Stub1 podem participar juntos na modulagdo do equilibrio
entre o dobramento e a degradagao de proteinas clientes de Hsp70/90 (KUNDRAT e
REGAN, 2010; MULLER et al., 2013). Mais especificamente, um estudo realizado
por Muller e colaboradores, mostrou que a fosforilagdo da regido C-terminal de
Hsp70 e Hsp90 impede a ligagdo de CHIP/Stub1 e aumenta sua ligagdo ao
STI1/Hop, permitindo o dobramento de proteinas. Do contrario, quando estas
chaperonas néao estao fosforiladas, elas preferencialmente se ligam em CHIP/Stub1,
promovendo assim a degradacdo de proteinas alvo (MULLER et al, 2013). E
possivel que um mecanismo semelhante esteja envolvido no controle de qualidade

de PrP°, uma vez que esta se liga tanto a STI1/Hop, quanto a CHIP/Stub1.

FIGURA 4: DOMINIOS ESTRUTURAIS DE STI-1
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Nota: Dominios estruturais de STI-1: A STI-1 possui dominios de ligagao as chaperonas Hsp70 e Hsp
90, formados por tetratricopeptideos repetidos (TPR) e dominios de ativagdo a receptor esterdides,
ricos em aspartato e prolina (DP). FONTE: REVISADO POR PAUL E GOSH, 2014; ADAPTADO DE
SONG e MASISON, 2005.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito toxico da PrP citosolico (CytPrP) em diferentes linhagens

celulares (N2a, SH-SY5Y, CF10, HEK 293T) podem ser modulados por CHIP/ Stub1

e STI.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito neurotdxico da PrP citosdlico em diferentes linhagens
neuronais (N2a, SH-SY5Y, CF10,) e renal (HEK293T), através da
superexpressao dessa forma de PrP e ensaios de viabilidade celular;
Verificar se o efeito téoxico da CytPrP pode ser modulado através da
superexpressao de CHIP/Stub1 e STI1;

Investigar se as vias de degradacdo de proteinas por proteossomo e
lisossomo estdo envolvidas na modulagdo do efeito neurotéxico de CytPrP
por CHIP/Stub1 e STIA;
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 CULTURA DE CELULAS

A linhagem de neuroblastoma murino, Neuro-2a (N2a) foi cultivada segundo
as normas da ATCC, (American Type Culture Collection) com meio DMEM alta
glicose (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Cultilab) completo conténdo
aminoacidos nao-essenciais MEM NEAA Non-Essential Amino Acids Solution 1X
(Life Technologies); 10% (v/v) de SFB (soro fetal bovino) (Gibco Life Tecnologies);
antibidtico gentamicina (1pg/ml) (Scheringh Plough). As células N2a foram cultivadas
em placas de Petri de 100 cm? (NEST) em estufa com 5% de CO, a 37°C. A cada
dois dias, sempre que as células atingiam 80% de confluéncia, era feito um repique
de 1:3 com PBS-EDTA 2 mM e 0,25% (v/v) de tripsina. Em seguida, essas células
em suspensao no meio de cultura eram centrifugadas a 2500rpm por 2 minutos para
a remocao do sobrenadante contendo tripsina. Esse procedimento € necessario,
uma vez que, qualquer residuo de tripsina € muito toxico para essa linhagem celular.
Dessa forma, o meio de cultura conténdo a tripsina era descartado e novo meio
adicionado para a ressuspensao do sedimento celular.

A linhagem de neuroblastoma humano, SH-SY5Y foi cultivada segundo as
normas da ATCC, com meio DMEM alta glicose (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
(Cultilab) completo contendo aminoacidos nao-essenciais MEM NEAA Non-Essential
Amino Acids Solution 1X (Life Technologies); 15% (v/v) de SFB (soro fetal bovino)
(Gibco Life Tecnologies); antibidtico gentamicina (1pg/ml) (Scheringh Plough).As
células SHSY5Y foram cultivadas em placas de Petri de 100 cm? (NEST) em estufa
com 5% de CO, a 37°C.

A linhagem CF10, uma célula neural imortalizada de camundongo nocaute
deficiente para PrP° (GREIL et al., 2008) foi cultivada segundo as normas da ATCC,
com meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Cultilab); 10% (v/v) de SFB
(soro fetal bovino) (Gibco Life Tecnologies); antibidtico gentamicina (1ug/ml)
(Scheringh Plough). As células CF10 foram cultivadas em placas de Petri de 100
cm? (TPP) em estufa com 5% de CO, a 37°C.

A linhagem HEK293T de rim de embrido humano (Human Embryonic Kidney

cells) foi cultivada em meio MEM (Minimum Essential Medium) (Cultilab), 10% (v/v)
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de SFB (soro fetal bovino) (Cultilab), pH 7,2-7,4, antibidtico gentamicina (1ug/ml)
(Scheringh Plough). As células foram cultivadas em placas de Petri de 100 cm?
(NEST) em estufa com 5% de CO,a 37°C. A cada dois dias, sempre que as células
atingiam 80% de confluéncia, foi feito um repique de 1:3 com PBS-EDTA e 0,25%

(v/v) de tripsina.

5.2 PLASMIDEOS

Os plasmideos utilizados nas transfecgées de células foram: pMyc-Stub1,
capaz de expressar Stub1/CHIP murina, produzido no Laboratério de Neurobiologia
pelo aluno Celso Favaro Junior (GIMENEZ et al., 2015); pEGFP-PrP® e pEGFP-
PrP  (denominado neste trabalho como Cyt-PrP), que apresentam,
respectivamente, a sequéncia capaz de codificar a sequéncia inteira de PrP¢ murino
e o fragmento 23-254 do PrP° murino (sem o peptideo sinal que enderega para o
reticulo endoplasmatico, ficando no citosol). Ambas as sequéncias foram inseridas
no vetor pEGFP-C1, previamente descrito por Lee et al. (2001) e cedido gentiimente
pela Dra. Vilma Regina Martins (Centro Internacional de pesquisa do Hospital A.C.
Camargo, Sao Paulo); pEGFP-STI1, capaz de expressar STI1 em fusdo com GFP;
pEGFP vazio; Myc vazio, pcDNA3-CHIP-ATPR, residuos 32-145 deletados;
pcDNA3-CHIP-AE3, pEGFP-STIM1-TPRA, residuos 230-245 deletados; pcDNA-
HIgG1-Fc2, que produz a a regido Fc de IgG humana. As proteinas expressas pelos

diferentes vetores estao representadas na FIGURA 5.
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FIGURA 5: PROTEINAS EXPRESSAS PELOS DIFERENTES VETORES
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Nota: Representacao das proteinas expressas pelos vetores de expressao
utilizados na transfecgao: etiqueta myc expressa pelo vetor pCDNA-myc vazio (A),
CHIP com a etiqueta de myc (B), GFP (C), STI-1 com etiqueta de GFP (D),
sequéncia de PrP¢ inteira com GFP (E), PrP® sem o peptideo sinal, sendo
considerado como CytPrP com GFP (F), CHIP com dominio U-box deletado, (G),
CHIP com o dominio TPR deletado, (H), STI-1 com dominio 230-245 deletado o qual
se liga a PrPC¢ (I), e um plasmideo o qual ndo apresenta nenhum envolvimento a

proteina prion e expressa os dominios CH2 e CH3 de IgG1 humana, HIgG1Fc2 (J).

5.3 TRANSFECCAO E CO- TRANSFECGCAO DOS PLASMIDEOS EM DIFERENTES
LINHAGENS CELULARES

Um dia antes das transfecgdes, as células foram plaqueadas em placas de
96 wells (TPP) a 1,5x10* para as células N2a e SH-SY5Y e 1x10* para as células
HEK293T e CF10. Ao adquirirem uma confluéncia de 70-90% o procedimento de
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transfecgéo foi realizado com Lipofectamine 2000 (Invitrogen) conforme instru¢des
do fabricante. Brevemente, utilizamos 0,3ul/pogo de lipofectamina e 0,1ug/pogo de
plasmideo em 25ul de meio MEM (Minimum Essential Medium) (Cultilab) sem soro,
e sem antibidtico para a incubagdo do complexo lipossomo-DNA. Depois de 20 min.
de incubagao, a solucéo foi distribuida na placa, juntamente com 100ul de meio sem
antibiotico das respectivas células. E por fim incubadas por 24 horas a 37°C, 5%
CO..

5.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR PELO METODO COLORIMETRICO (MTT)

O ensaio utilizado para avaliar a citotoxicidade da célula foi o método
colorimétrico do brometo de 3(4,5dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazdélio (MTT,Sigma).
Esse método se baseia na dosagem da atividade metabdlica de células viaveis
utilizando ensaio colorimétrico. Os sais tetrazolium (MTT) sdo reduzidos através de
uma reacao enzimatica que envolve a oxidacdo do NADH/NADPH catalisada pelo
complexo succinato-tetrazolium redutase presente somente em células viaveis.
Quando reduzidos os sais tetrazolium formam o sal formazan (FIGURA 6) que é
hidrofébico e colorido (solubilizado pela adigado de DMSO), podendo ser quantificado
por absorbancia (RISS et al., 2004).

O ensaio do MTT foi realizado conforme descrito a seguir. Todo o meio de
cultivo no qual as células se encontravam foi retirado, adicionando-se 100 uL por
poco de solugdo de MTT [MTT 5 mg/mL em tampéo fosfato salina (PBS)]. Apos trés
horas de incubagao em estufa a 5% de CO, e 37°C, foram adicionados 100 uL da
solucao de lise (dimetilsulféxido— DMSO) a cada pogo. A placa foi delicadamente
agitada para solubilizagdo dos precipitados e, em seguida, foi feita a medigdo da

absorbancia a 570 nm em leitor de microplacas (Bio Rad)
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FIGURA 6: REACAO DE REDUGAO DE MTT A FORMAZAN PELA ENZIMA SUCCINATO
DESIDROGENASE MITOCONDRIAL.

| NAD(P)H NAD(P)*

-y =
Vs = N Reduta: i
N N N e I}
- \ / N -N:?;'NV-.N\
Br s—~ ‘
~

\ 7
5
Brometo de tetrazolio Formazan _\
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Cada condigao experimental foi realizada em quintuplicatas e trés ou mais

experimentos independentes foram feitos para posterior analise estatistica.

5.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE PELO USO DO VERMELHO NEUTRO

Este método analisa a viabilidade celular através da capacidade endocitica
da célula, a qual ira executar maior ou menor captacao do corante de acordo com a
integridade da membrana plasmatica. O composto endocitado fica armazenado no
citosol, o qual é possivel realizar a leitura de absorbancia das amostras (FOTAKIS e
TIMBRELL, 2006).

Apos 24 horas de transfecgao, o sobrenadante de cada poco foi removido e
substituido por 200 uL da solugdo vermelho neutro (40ug/mL). A incorporagéo do
vermelho neutro pelas células viavéis foi verificada apds 3 horas de incubacgao a
37°C, 5% CO,. O meio foi entdo removido e as células lavadas com tampao fosfato-
salina (PBS), seguida de outra lavagem (200uL) com uma solu¢do formaldeido
(0,5% viv) em CaCl, (1%).

Apods cinco minutos o sobrenadante foi retirado e foram adicionados 100 uL da
solucdo alcool acido (1% de acido acético em 50% de alcool etilico absoluto)
(BABICH e BOREUNFREUND, 1991). Por fim, as absorbancias foram lidas a 550

nm em leitor de placas (Bio-Tek).
5.6 PROLIFERACAO CELULAR PELO METODO DE CRISTAL VIOLETA
Para investigacdo da proliferacdo celular, foi utilizado o método de cristal

violeta, o qual é responsavel por corar os acidos nucléicos das células (KUENG et

al., 1989). Apds os procedimentos de cultivo celular, citados no item 5.1, células N2a
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foram plagueadas em placas de 96 pocos e tranfectadas por um periodo de 24
horas.

Apos o periodo de transfecgdo as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 10 minutos, seguida da solugdo de metanol 2% por 10
minutos, coradas com solugao de cristal violeta 0,5% em etanol 20%, durante 10
minutos. E posteriormente submersa em agua destilada até remover o excesso do
corante. Por fim procedeu-se a eluicdo do corante utilizando uma solugao de citrato
de sodio 0,14% em etanol 50%, a leitura da absorbancia das amostras foi feita em

um leitor de microplacas em 550 nm.

5.7 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR COM INIBIDOR DE PROTEASSOMA
MG132

Células N2a foram transfectadas com os diferentes vetores, como
mencionado anteriormente. Apds 6 horas de transfeccao adicionou-se o inibidor de
proteassoma MG132 (concentragao final por pogo). A agdo do MG132 baseia-se em
impedir a atividade da por¢ao 20S do proteassomo (fragdo catalitica do proteassoma
26S) através da ligacao covalente ao sitio ativo das subunidades beta, bloqueando
assim a atividade catalitica (GUO e PENG, 2013). Por fim as células foram
incubadas por mais 18 horas a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,. Seguiu-se entao

a determinacao da viabilidade celular pelo método de MTT

5.8 VIABILIDADE CELULAR POR INIBICAO DA VIA LISOSSOMAL

A viabilidade celular também foi analisada apds uso da hidroxicloroquina, um
inibidor de autofagossoma, a fim de avaliar se a neuroprotecéo das co-chaperonas
CHIP e STI-1 estavam relacionadas a via lisossomal (HUI-CHUAN YU et al., 2013).

Células N2a foram transfectadas utilizando o reagente Lipofectamina 2000
(Invitrogen), com mutantes de PrP, e co-chaperonas CHIP e STI-1 por 6 horas.
Posteriormente foram adicionados 25uM da hidroxicloroquina, a qual foi incubada
por um periodo de 16 horas. O resultado foi analisado pelo metédo colérimetrico
MTT em 550nm (Bio-tek).


http://www.jbc.org/search?author1=Hui-Chuan+Yu&sortspec=date&submit=Submit

34

5.9 ANALISE DE DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos dados obtidos nos ensaios de viabilidade celular, foram
utilizados a Analise de Variancia (ANOVA) e posterior o teste de comparagao
multipla de Tukey com significancia de p<0,05. O programa utilizado para realizar as
analises foi o Software GraphPad-Prism. E por fim, foi realizado a construcdo de

graficos utilizando a média de trés experimentos independentes.
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6 RESULTADOS

6.1 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR PELA TECNICA DE MTT

Uma vez que o presente estudo teve como objetivo analisar a possivel
toxicidade do CytPrP, foi realizado o ensaio de viabilidade celular. Apds 24 horas de
transfeccdo das linhagens celulares N2a, SH-SY5Y, CF10 e HEK293 com vetores
capazes de expressar as proteinas GFP, GFP-PrP¢ e GFP-CytPrP, prosseguiu-se
com a técnica de MTT, para obtencdo da viabilidade celular nas diferentes
condicgdes.

Nas linhagens neuronais N2a, SH-SY5Y e neural CF10 houve uma
diminuicdo significativa da viabilidade celular de 48%, 23% e 14%, respectivamente,
quando as células transfectadas com CytPrP sdo comparadas com o controle
(plasmideo capaz de expressar apenas GFP). Esses dados sugerem que o CytPrP
apresenta um efeito neurotéxico nestas linhagens (FIGURA 7A, 7B E 7C).
Entretanto, com relagdo a linhagem HEK293T, n&o houve uma diminuigdo
significativa da viabilidade celular, indicando que CytPrP ndo é toxico para essas
células (FIGURA 7D).
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FIGURA 7: PrP NO CITOSOL MOSTROU SER CITOTOXICO EM LINHAGENS
CELULARES NEURAIS.
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Nota: Viabilidade celular avaliada pela técnica de MTT. Células N2a (A), SHSY5Y (B), CF10 (C)
foram transfectadas com os vetores capazes de expressar as proteinas GFP (Controle), GFP-PrP¢
(GFP PrP®) e GFP-CytPrP (Cyt). A viabilidade celular foi determinada 24 horas apo6s a transfecgdo
através do método MTT e estdo expressas como valores percentuais referentes as células
transfectadas com o vetor pEGFP (GFP). As médias foram obtidas a partir de 3 experimentos
independentes; *** p< 0,0001; **p<0,01.FONTE: A AUTORA (2015).

Devido as linhagens N2a, SH-SY5Y e CF10 serem sensiveis aos efeitos
neurotdxicos de CytPrP, estas células foram co-transfectadas com os vetores para
expressao das duas co-chaperonas de interesse, CHIP e STI-1, além de CytPrP.
Tanto CHIP quanto STI-1 foram capazes de reverter a neurotoxicidade mediada por
CytPrP (FIGURA 8A,B e C).

Como controles, utilizaram-se células co-transfectadas com plasmideos que
expressavam CytPrP com os vetores vazios usados para clonar as sequéncias das
duas co-chaperonas (FIGURA 8). Outro controle realizado foi a co-transfegao das
células N2a com o vetor para expressao de CytPrP e um vetor, que ndo apresenta
nenhum envolvimento com a proteina prion. Este plasmideo foi o pcDNA-hlgG1-Fc2
(Invitrogen), capaz de produzir regidao Fc de IgG1 humana. Como pode ser visto na

FIGURA 8D, a expressao desse dominio ndo é capaz de reverter o efeito toxico de
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CytPrP. Assim, CHIP e STI-1 parecem apresentar um efeito neuroprotetor

especifico.

FIGURA 8: REVERSAO DA NEUROTOXICIDADE PELAS CO- CHAPERONAS CHIP E STI-1 PELO
METODO MTT.
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Nota: Células N2a (A), SH-SY5Y (B) e CF10 (C) foram co-transfectadas, em combinacgbes indicadas
nos graficos, com os vetores capazes de expressar as proteinas EGFP (Controle), myc-Stub1/CHIP
(CHIP), GFP-STI1 (STI1), GFP-PrPC (PrPC) e GFP-CytPrP (Cyt) e vetores vazios (capazes de
expressar apenas a etiqueta myc ou GFP) para normalizar a quantidade total de DNA transfectada. A
viabilidade celular foi determinada 24 horas apods a transfeccdo através do método MTT estdo
expressas como valores percentuais referentes as células transfectadas com o vetor pEGFP (GFP).
(D) Células N2a foram co-transfectadas com o plasmideo pcDNA-hlgG1-Fc2 (IgG), o qual é capaz de
produzir o dominio Fc de IgG e com o vetor que expressa CytPrP, apresentam viabilidade celular
reduzida, indicando que o efeito protetor observado para STI1 e CHIP parece ser especifico. As
médias foram obtidas a partir de 3 experimentos independentes; *** p< 0,0001; **p<0,01; *p< 0,05.
FONTE:A AUTORA (2015)

6.2 VIABILIDADE CELULAR PELO USO DO VERMELHO NEUTRO

Com o intuito de confirmar os resultados obtidos pelo método MTT, os
ensaios de transfeccéo foram repetidos, porém a viabilidade celular foi avaliada pelo
meétodo do vermelho neutro.

A FIGURA 9 nos mostra o resultado de 3 experimentos independentes

obtidos através do método do vermelho neutro.
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Este resultado indicam que as linhagens neuronais (N2a,SH-SY5Y) e neural
(CF10) obtiveram realmente uma diminuicdo significativa da viabilidade celular
quando superexpressavam CytPrP comparado com o controle. E que o uso das
duas co-chaperona, CHIP e STI-1, sdo capazes de reverter a neurotoxicidade
mediada por CytPrP em todas linhagens neuronais utilizada no estudo. Novamente,

o efeito toxico de CytPrP nao foi observado para a linhagem renal HEK 293T.

FIGURA 9: ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR ATRAVES DO METODO DE VERMELHO
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Nota: Células N2a (A), CF10 (B), SH-SY5Y (C) ou HEK293T (D) foram co-transfectadas com os
vetores capazes de expressar as proteinas GFP (Controle), myc-Stub1/CHIP (CHIP), GFP-STI1
(STI1), GFP-PrP¢ (PrP€) e GFP-CytPrP (Cyt) e vetores vazios (capazes de expressar apenas a
etiqueta myc ou GFP) para normalizar a quantidade total de DNA transfectada. Outros grupos de
células foram co-tranfectados com plasmideos que expressam CytPrP e myc-Stub1/CHIP (Cyt+CHIP)
ou CytPrP e GFP-STI1 (Cyt+STI1). A viabilidade celular foi determinada 24 horas ap6és a transfecgao
através do método do vermelho neutro e estdo expressas como valores percentuais referentes as
células transfectadas com o vetor pEGFP (GFP). As médias foram obtidas a partir de 3 experimentos
independentes; *** p< 0,001; **p<0,01; *p< 0,05. FONTE: A AUTORA (2016).

6.3 ENSAIO DE COLORAGCAO POR CRISTAL VIOLETA

Com o objetivo de investigar se a reversédo do efeito téxico de CytPrP por

CHIP e STI1 é devido ao aumento da proliferacdo celular, realizou-se o ensaio de
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cristal violeta, o qual consiste na coloragdo dos acidos nucléicos das células
(KUENG et al., 1989).

O resultado obtido na FIGURA 10 mostra que em todas as condig¢des, apos
24 horas de transfecgao, ha o mesmo numero de células, indicando que a expressao

das diferentes proteinas n&o altera a proliferacédo celular nesse tempo.

A FIGURA 10: A EXPRESSAO DAS DIFERENTES PROTEINAS NAO ALTERA O NUMERO DE
CELULAS.
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Nota: Células N2a foram transfectadas com as diferentes combinagbes de plasmideos, capazes de
expressar as proteinas de interesse, como indicado no grafico. Apés 24 horas, a quantidade de
células foi determinada através da coloragdo pelo cristal violeta. Controle: células co-transfectadas
com o vetor pEGFP vazio e pCDNA-myc vazio; NT: células nao transfectadas..FONTE: A AUTORA
(2017).
6.4 CURVA DOSE-RESPOSTA DAS CO- CHAPERONAS CHIP E STI-1
Quantidades crescentes dos vetores para a expressao de CHIP e STI-1
(0,01pg; 0,02 pg; 0,05ug e 0,1ug) foram usadas para a co-transfegcao de células
N2a com o vetor que expressa Cyt-PrP. E possivel verificar que a reversdo do
efeito toxico de Cyt-PrP ja ocorre com a menor quantidade de vetor testada

(FIGURA 11).
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FIGURA 11: CURVA DOSE-RESPOSTA COM CHIP E STI1
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Nota: Células N2a foram transfectadas com quantidades crescentes de vetores (0,01ug; 0,02 ug;
0,05ug e 0,1ug) capazes de expressar CHIP ou STI1. Apds 24 horas, a viabilidade celular foi
analisada pelo método colorimétrico MTT. As médias foram obtidas a partir de 3 experimentos
independentes; *** p< 0,001. FONTE: A AUTORA (2016).

6.5 VIABILIDADE CELULAR COM MUTANTES DE DELECAO DE CHIP E DE STI-1

Com o intuito de determinar qual dominio de CHIP era responsavel pela
reversao do efeito neurotéxico mediado por CytPrP, células N2a foram transfectadas
com vetores capazes de expressar essa co-chaperona sem o dominio U-box (AE3),
ou sem o dominio TPR (ATPR). Também foi utilizado um mutante de STI-1: foi
usado um vetor que expressa STI-1 deletada (ATPR STI) para o dominio de ligagcéo
a PrP°¢ (residuos deletados: 230-245) (ZANATA et.al, 2002). Como mostrado na
FIGURA 12, todos os mutantes ainda foram capazes de reverter a neurotoxicidade

produzida pela proteina prion citosolica.
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FIGURA 12: OS MUTANTES DAS CO-CHAPERONAS CHIP E STI-1 FORAM CAPAZES
DE REVERTER A NEUROTOXICIDADE DA CytPrP
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Nota: Células N2a foram co-transfectadas, nas combinag¢des indicadas no grafico, com os vetores
capazes de expressar as proteinas GFP (Controle), myc-Stub1/CHIP (CHIP), GFP-STI1 (STI1), GFP-
PrP® (PrP®) e GFP-CytPrP (Cyt) e vetores vazios (capazes de expressar apenas a etiqueta myc ou
GFP) para normalizar a quantidade total de DNA transfectada. Utilizou-se também plasmideos que
expressam mutantes de delegdo de CHIP (AE3 e ATPR) e de STI-1 (ATPR STI). A viabilidade celular
foi determinada 24 horas apods a transfecgao através do método MTT e estdo expressas como valores
percentuais referentes as células transfectadas com o vetor pEGFP (Controle). As médias foram
obtidas a partir de 3 experimentos independentes; *** p< 0,001; **p<0,01; *p< 0,05. FONTE: A
AUTORA (2016).

6.6 ANALISE DE UM POSSIVEL SINERGISMO DE CHIP E STI-1

Como ja demonstrado na FIGURA 8, as co-chaperonas CHIP e STI-1,
envolvidas no controle de qualidade da proteina, protegem as células neuronais da
morte mediada pela CytPrP. Para investigar o efeito da superexpressao combinada
dessas duas proteinas, realizou-se um ensaio de viabilidade cellular, apds a co-
transfecdo das células N2a com os plamideos para expressao de CHIP e STI1. O
resultado obtido (FIGURA 13), mostra que a expressao conjunta de CHIP e a STI-1

nao apresenta um efeito sinérgico sobre a reversao da toxicidade de CytPrP.
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FIGURA 13: AS CO-CHAPERONAS JUNTAS NAO LEVAM A UMA MAIOR PROTEGAO NEURAL
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Nota: Células N2a foram transfectadas com as diferentes combinagdes de plasmideos, capazes de
expressar as proteinas de interesse, como indicado no grafico. Apds 24 horas, a viabilidade celular foi
determinada através do método colorimétrico MTT. Controle: células co-transfectadas com o vetor
pEGFP vazio e pCDNA-myc vazio. FONTE: A AUTORA (2017).

6.7 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR UTILIZANDO INIBIDOR DE
PROTEASSOMA MG132

Pelo fato de CHIP ter atividade ubiquitina E3 ligase (BALLINGER et al.,
1999), levantou-se a hipétese de que o seu efeito protetor sobre a neurotoxicidade
induzida por CytPrP poderia ser devido a degradacéao deste pela CHIP, através da
via ubiquitina-proteossomo. Para testar essa hipétese, os ensaios de transfegcéo de
células N2a foram repetidos com a adicdo do inibidor de proteossomo, MG132. A
FIGURA 14 indica que MG132 diminuiu a viabilidade celular em todas as condigbes,
entretanto CHIP e STI-1 ainda foram capazes de reverter o efeito neurotoxico de
CytPrP mesmo na presenca desse inibidor. Assim, pode-se supor que a via do efeito
neurotoxico apresentado pela proteina prion citosdlica e que o efeito neuroprotetor
pelas co-chaperonas CHIP e STI-1, ndo estdo relacionadas com a via de

degradacéo de proteinas pelo proteassomo.
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FIGURA 14: EFEITO NE~UROTOXICO DE CytPrP E NEUROPROTETOR DE CHIP E STI1
PARECEM NAO SER INFLUENCIADAS PELA VIA PROTEASSOMO
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Nota: Células N2a foram transfectadas com os vetores capazes de expressar as proteinas de
interesse, como indicado no gréafico. Apds 6h de transfeccdo, as células foram tratadas com 10ug de
inibidor de proteassoma MG132 por 18h e a viabilidade celular foi determinada pelo método MTT.
Andlise estatistica utilizando trés experimentos independentes foram realizados em programa
GraphPad Prisma. *** p< 0,001; **p<0,01; *p< 0,05. FONTE: A AUTORA (2017).

6.8 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR UTILIZANDO INIBIDOR DE
LISOSSOMO

Visto que a hipdtese do efeito protetor das co-chaperonas CHIP e STI-1 via
proteossoma foi descartada, decidiu-se investigar se a via de autofagia poderia estar
envolvida, ja que a literatura indica que CHIP é capaz de induzir essa via
(GOLDBERG, 2003; KOROLCHUK et al., 2010). Investigou-se essa via também
para a reversdo do efeito toxico por STI1, apesar de ndo haver nada a respeito
sobre o envolvimento dessa proteina na autofagia. Para testar a participacdo dessa
via, utilizou-se hidroxicloroquina, que inibe a autofagia aumentando o pH lisossémico
levando a inibicdo tanto da fusdo do autofagosoma com o lisossoma como da
degradacéao da proteina lisossbmica (HUI-CHUAN YU et al., 2013).

Assim, ap6s a transfegdo das células N2a como os vetores de interesse,
realizou-se a incubagao de 25uM da hidroxicloroquina, para posterior analise da
viabilidade celular pelo metédo colorimétrico MTT.

O resultado obtido, como mostra na FIGURA 15, indica que, CHIP e STI-1
continuaram a reverter o efeito neurotdéxico de CytPrP, mesmo na presenga do
inibidor. Sugerindo que esta protecdo ndo esta associada com a via lisossomal.

Esse ensaio precisa ser repetido outras vezes para ser passivel de analise
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estatistica. Além disso, pela falta de um controle positivo, ndo € possivel ter certeza

que a inibicao funcionou.

FIGURA 15 NEUROPROTEGAO DE CHIP E STI-1 PARECE NAO ESTAR
RELACIONADAS COM A VIA LISOSSOMAL.
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;
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Nota:. A linhagem celular N2a foi transfectada com o vetor de expressdo para Cyt-PrP e co-
transfectada com vetores vazios ou contendo as sequéncias para expressao de CHIP ou STI1. Apds
6 horas de transfecgdo, as células foram tratadas com 25 ug de inibidor de autofagossoma,
hidroxicloroquina, e incubadas durante 16 horas. A viabilidade celular foi avaliada por ensaio MTT.

FONTE: A AUTORA (2016).
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7 DISCUSSAO

7.1 EFEITO NEUROTOXICO DE CytPrP POR DIFERENTES ENSAIOS DE
VIABILIDADE CELULAR

Varios estudos sobre as doencas causadas por prions tém procurado
esclarecer como alteragbes na biossintese e no metabolismo de PrP¢ poderiam
deflagrar o processo neurodegenerativo (CHAKRABARTI et al, 2009). Ha evidéncias
de que a expressao inapropriada de PrP no citosol é toxica, sobretudo para
linhagens celulares de origem neuronal (MA et al., 2002; RANE et al., 2004;
GRENIER et al., 2006; RAMBOLD et al., 2006). Condigdes como estresse de ER
prolongado, inibicdo do proteassomo e a superexpressao de PrP citosodlicos podem
resultar na formagdo de agregados de PrP. Estes ultimos apresentam algumas
caracteristicas similares a PrP%¢, como insolubilidade parcial em detergentes e
resisténcia a proteinase K (MA e LINDQUIST, 2002; YEDIDIA et al., 2001). Os
agregados de CytPrP diminuem a viabilidade celular e também aumentam a
sensibilidade a apoptose induzida por estaurosporina (GRENIER et al., 2006; MA e
LINDQUIST, 2001). Camundongos transgénicos que apresentam expressao forcada
de CytPrP desenvolvem neurodegeneragao, com morte de neurénios cerebelares e
gliose (MA et al., 2002). Outros camundongos transgénicos capazes de expressar
PrP com peptideo sinal pouco eficiente para translocagdo ao ER, acumulam
quantidades de CytPrP suficientes para causar neurodegeneragao (RANE et al.,
2008). Assim, ha varios dados na literatura que indicam que falhas no controle de
qualidade de PrP® e a geragdo de PrP no citosol podem contribuir para o
desenvolvimento das doengas pridnicas.

Outros estudos na literatura contradizem essa idéia de que CytPrP é
neurotoxico (FIORITI et al., 2005; CROZET et al., 2006), e inclusive indicam que
essas formas de PrP apresentam efeitos neuroprotetores (ROUCOU et al., 2003; LIN
et al., 2008; RESTELLI et al., 2010). E provavel que determinadas células sejam
susceptiveis a toxicidade mediada por CytPrP e outras ndo (RESTELLI et al., 2010).

Os resultados do presente trabalho demonstraram uma reducido de 30-
50% na viabilidade celular das linhagens neuronais N2a, SH-SY5Y e neural CF10,
quando essas foram transfectadas com um vetor para expressdao de CytPrP.

Entretanto, esta toxicidade n&o foi observada na linhagem renal HEK293T. Assim,
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os dados obtidos estdo de acordo com os achados de Ma et al. (2002), Roucou et
al. (2003), e Restelli et al. (2010), os quais sugerem que o efeito tdxico causado
pelo CytPrP somente € toéxico para determinadas linhagens celulares,
principalmente neuronais. E importante mencionar que a maioria dos estudos
detecta a toxicidade de CytPrP apenas apds a inibicdo do proteossomo. Nos
nossos experimentos, essa toxicicidade foi observada mesmo na auséncia desse
inibidor (Figura 7). Uma provavel explicacdo para essa diferenca pode estar nas
diferentes construgdes de vetores usadas. Por exemplo, Rambold e colaboradores
(RAMBOLD et al., 2006), transfectaram células SH-SY5Y com um vetor conténdo
a sequéncia para expressao de PrP no citosol sem o peptideo sinal e também sem
a sequéncia que é clivada para adicao da ancora de GPI. Ou seja, a sequéncia
usada por eles € capaz de expressar os residuos 23-231 de PrP murino. O
plasmideo que usamos em nossas transfegdes também ndo contém a sequéncia
para o peptideo sinal, porém apresenta os residuos para o reconhecimento e
insergao de GPI. Ou seja, o CytPrP dos nossos ensaios corresponde aos residuos
23-254. Talvez, esses residuos a mais possam ter influénciado nesse efeito
neurotéxico maior obtido nos nossos resultados. Além disso, o CytPrP
recombinante expresso nos nossos experimentos apresenta na sua regido N-
terminal a proteina GFP. E possivel que GFP-CytPrP apresente uma conformacéo
diferente de CytPrP, tornando-se mais citotdxico. Ou ainda, a fusdo com GFP pode
tornar a proteina mais estavel, diminuindo sua degradacéo.

Os resultados de viabilidade celular ainda mostram que a presenca de PrP°¢
enddégeno nao € necessaria para a toxicidade mediada por CytPrP, ja que as células
CF10, provenientes de animais nocautes que ndo expressam PrP¢, também sao

sensiveis aos efeitos toxicos observados.

7.2. REVERSAO DO EFEITO TOXICO POR CHIP E STI1

Como ja mencionado, o objetivo desse trabalho foi motivado por resultados
recentes do nosso grupo, que identificaram CHIP como uma proteina ligante de PrP°¢
(GIMENEZ et al., 2015). Alguns estudos mostraram o envolvimento de Stub1/CHIP
em doengas neurodegenerativas relacionadas ao mal dobramento de proteinas e
formacao de agregados, como Parkinson e Alzheimer (DICKEY et al, 2007). Como

as doencas causadas por prions também sdo caracterizadas pelo dobramento
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incorreto e agregacgao de proteinas, € logico supor que PrP¢ seja um substrato para
Stub1/CHIP. Assim, é possivel que a interagéo identificada entre PrP® e CHIP possa
ocorrer in vivo e modular a estabilidade de PrP°. Interessantemente, CHIP é
homadloga a proteina STI1. STI1 é um ligante conhecido de PrP® (ZANATA et al.,
2002) e assim como Stub1/CHIP, é também uma co-chaperona que contém
dominios TPR e interage com a regido C-terminal de Hsp70 e Hsp90.

Alguns trabalhos tém demonstrado que STI1 e CHIP estdo envolvidos
juntos, modulando de maneira oposta, o equilibrio entre o dobramento e a
degradagcdo de proteinas clientes de Hsp70/90 (KUNDRAT e REGAN, 2010;
MULLER et al, 2013; SEO, et al. 2016). Enquanto CHIP favorece a degradagao de
proteinas clientes das chaperonas, STI1 ajuda no dobramento e manutengao destas.

Sendo assim, utilizamos ambas co-chaperonas no presente estudo, com
intuito de avaliar uma possivel modulagdo do efeito toxico de CytPrP. Nossos
resultados mostram que as células co-transfectadas com os vetores para expressao
das duas co-chaperonas de interesse, foram capazes de reverter a neurotoxicidade
mediada por CytPrP. Podendo assim, estar de alguma forma, ainda n&do esclarecida,
protegendo as linhagens celulares em questdo. E que esta neuroprote¢cao parece
ser de modo especifico, visto que com a expressdo de outras proteinas nao
relacionadas (apenas GFP ou regidao Fc de IgG humana), ndo houve a reversao do
efeito toxico causado pelo CytPrP.

Pelo fato de CHIP ter atividade ubiquitina E3 ligase (BALLINGER et al.,
1999), levantou-se a hipétese de que o seu efeito protetor sobre a neurotoxicidade
induzida por CytPrP, poderia ser devido a expressao aumentada dessa proteina nas
células, levando a uma degradagao via ubiquitina-proteossomo. Entretanto, como foi
visto na Figura 14, mesmo com a inibicdo do proteossomo, CHIP continuou
revertendo a toxicidade mediado por CytPrP. O mesmo ocorreu para STI1. Assim,
esses dados sugerem que a via de degradacédo ubiquitina-proteassoma nao esta
envolvida nessa protecéo induzida por ambas co-chaperonas.

A literatura ainda evidéncia que CHIP pode participar no processo de
autofagia (GOLDBERG, 2003; KOROLCHUK et al., 2010). Investigou-se essa via
também para a reversao do efeito téxico por STI1, apesar de nao ter sido descrito
nenhum envolvimento dessa proteina nesta via. Para testar a participacdo da
autofagia, utilizou-se hidroxicloroquina, um inibidor de autogafossoma. Os dados da

Figura 15, mostraram que CHIP e STI-1 continuaram a reverter o efeito neurotdxico
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de CytPrP, mesmo na presenca do inibidor, sugerindo que esta protegdo néo esta
associada com a via lisossomal.

De acordo com Rambold e colaboradores (RAMBOLD et al., 2006), a
toxicidade de CytPrP envolve a ligacdo de PrP a proteina anti-apoptética Bcl2,
formando “co-agregados”, induzindo as células a apoptose. Quando as chaperonas
Hsp70 e Hsp40 eram superexpressas, havia a redugao dos co-agregados PrP/Bcl2 e
reducao da apoptose. Com esses dados, € possivel que a neuroprotegcao observada
em nossos resultados, possa ser atribuida a acao indireta de CHIP e STI-1 na via de
morte pela apoptose. De fato, ha varios dados na literatura que indicam uma funcéo
anti-apoptética para CHIP (revisado em JOSHI et al., 2016). Quanto a STI1, também
ha evidéncias de que essa proteina apresenta fungdo neuroprotetora. Zanata e
colaboradores (ZANATA et al., 2002) mostraram que quando STI1 extracelular se
liga ao PrP® na membrana celular, sinais protetores sdo ativados, salvando as
células da apoptose. Entretanto, o possivel efeito anti-apoptético verificado em
nossos resultados de viabilidade celular, mostraram que a ligacéo de STI-1 a CytPrP
nao é necessaria, ja que a expressdo de um mutante de ST1 sem o dominio de
ligagdo a PrP° é capaz de reverter a toxicidade de CytPrP. Assim, é possivel que
STI-1 module indiretamente esse efeito de CytPrP. Ainda, pode-se especular que o
sitio de ligacédo de STI-1 a CytPrP seja diferente do que foi determinado para PrP°, o
que poderia explicar o resultado obtido com o mutante de STI1 utilizado.

Quanto aos mutantes de delecdo de CHIP, os resultados obtidos revelaram
que ambos os dominios funcionais, TRP e U-Box, revertem o efeito tdoxico de
CytPrP. O exato mecanismo de como isso ocorre ainda precisa ser explicado. E
possivel, por exemplo, que esses dominios isolados consigam, de alguma forma, se
associar a CHIP enddgena presente nas células e promover a neuroprotegéao.

O fato de CHIP e STI1 também terem fungédo de co-chaperona (ROSSER,
2007; LIMA et al., 2007; ZANATA, 2002; HAJJ et al., 2013) gera a hipotese de que
essas proteinas, quando superexpressas, podem ajudar no dobramento correto de
CytPrP, impedindo a formagéo de agregados téxicos. Essa possibilidade esta sendo

investigada em nosso grupo.
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8 CONCLUSAO

o Com este projeto mostramos, por diferentes ensaios de viabilidade celular,
que todas as linhagens neurais utilizadas no projeto (N2a, SH-SY5Y e CF10)
sofreram um efeito neurotéxico quando foi superexpressa com PrP citosdlica. Nao
sendo observado tal efeito na linhagem renal como a HEK 293T.

o Nossos dados indicam que a superexpressdao das co-chaperonas
CHIP/Stub1 e STI-1 foi capaz de reverter o efeito neurotoxico produzido por
CytPrP. Essa reversao nao € dependente da via de degradagdo ubiquitina-
proteassomo e nem da via de degradagao por lisossomos. E provavel que CHIP e
STI-1 estejam atuando por agao indireta sob a via de morte por apoptose, e assim
protegendo a célula da toxicidade de CytPrP.
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