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RESUMO

Prions sdo particulas protéicas infecciosas, compostas por
uma isoforma  anormal (PrPsc) de uma proteina expressa
constitutivamente no sistema nervosc central {(PrPc), que causam
doengas neurcdegensrativas no homem e em animais. Estas doencgas
s&0 caracterizadas pela deposicido de material amiléide,
degeneracdc espongiforme do tecido cerebral e perda neuronal
(PRUSINER e cols., 1991).

Baseade na presenga de uma fase aberta de leitura na fita de
DNA  complementar aquela que codifica © PrPc e na teoria da
hidropaticidade complementar dos amino acidos ({BLALOCK e SMITH,
1984}, este trabalho descreve uma proteina de 60-66 kDa, presente
na membrana celular de neurdnios e células gliais de camundongos
e ratos. Para isto utilizou-se um soroe produzido em camundongos
através da imunizagdc com © peptideo HVATKAPHHGPCRSSA, deduzido a
partir da fita de DNA complementar ao gene gue codifica o PrPc.
Fol demonstrade também, através de experimentos de ligagdo in
vitro, que esta proteina tem a capacidade de se ligar a0 PrPc.

A distribuigdc da proteina de 60-66 kDa no cérebro de
camundongos e ratos foi estudada através de reacdes
imunohistoguimicas, gque mostraram positividade principalmente no
hipocampe, talamo e nas células de Purkinje do cerebelo, areas do
cérebro freqgqientemente afetadas pelas deoengas causadas por
prions, sugerindo sua participacdo na patogénese destas doengas.
A glicoproteina de membrana basal laminina também fol detectada
nestas mesmas regldes do cérebro, assim come a capacidade de
interacidc desta com PrPsc demonstrada através de experimentes de
ligacao in wvitro. Estes dados sugerem a participagado desta
proteina de matriz extracelular na formagao dos depdsitos

amildides das doencas causadas por prions.

Palavras chave: Degenera¢do do sistema nervoso, receptores
Nervosos.
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Prions sé&o particuias infecciosas causadoras de doencas
neurodegenerativas no homem {kuru, doenc¢a de Creutzfeldt-Jakoh -
CJO, doenga de Gerstmann-Striussler-Scheinker - G685 e insénia
familial fatal - FFI) e em animais {scrapie, encefalopatia bovina
espongiforme, encefalopatia transmissivel do visdo e doenga
debilitante crdnica), formadas por uma forma anormal e insoluvel
{denominada de prion scrapie - PrPsc) de uma proteina expressa
constitutivamente no slstema nervoso central (prion celular -
Prec). As doencas provocadas pelos prions em humanos s&o ©s
Gnicos exemplos conhecidos até ¢ momentoe de alteragdes ao mesmo
tempo hereditarias e infecciosas (PRUSINER, 1891}.

A transformacdo do PrPc em PrPsc ocorre através da conversao
de regilBes da proteina prion ricaz em alfa-hélices para
estruturas beta-pregueadas (GASSET e cols., 1952; PAN e cols.,
1883y, causando o seu acumulo sob a forma de agregados
insocliveis, com caracteristicas de amildbide, em varias regides do
cérabro (PRUSINER e cols., 18982; DeARMOND e cols., 1994; GAMBETTI
e cols., 1995; MASTERS e RICHARDSON, 1978).

Na fita de DNA complementar aoc gene que codifica o PrPc foi
encontrada uma fase aberta de leitura (GOLDGABER, 1991) cujos

RNAs mensagelros foram detectados em varios tecidos (HEWINSON e



cols., 1881). De acordo com a teoria da hidropaticidade
complementar dos amine dcidos, proposta por BLALOCK e SMITH
{1984) e segundo a gual cs amino &cidos codificades por fitas de
DNA  complementares podem interagir entre si, 4 proteina
codificada pela fita de DNA complementar ao gene gue codifica o
PrPFc teria a capacidade de se ligar ao PrPc, participandeo de
alguma forma na patogénese das doengas causadas pelos prions.

O presente trabalho caracteriza bioguimicamente e descreve a
distribuicio da proteina codificada pela fita de DNA complementar
ac gene que codifica o PrPe no cerebro de camundongos e ratos,
além de demonstrar a sua capacidade de ligagdo com o PrPec. A
interacdo desta proteina de superficie neurconal com © Prpc sugere

seu papel como receptor de Prbe.
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A degeneragdo e a deposicdo de material amilside no
sistema nervoso central sdc caracteristicas comuns de
algumas doengas que atingem o homem (kuru, doenca de
Creutzfeldt-Jakob - CJD, doenga de Gerstmann-Striussler-
Scheinker - GS88 e insdnia familial fatal - FFI} e animais
{scrapie, encefalopatia bovina espongiforme, encefalopatia
transmissivel do visdo e doenga debilitante crénical.
Destas, CJD, G3§ e FFI sdo o0s unicos exemplos conhecidos
até o momento de doengas humanas hereditarias e ao mesmo
tempo infecciosas.

Embcora a etiologla deste grupo de doengas tenha
permanecidp obscura durante muitos anos, sendo atribuida a
infeccdo por virus ou virdides, sabe-se hoje que elas sac
causadas pelo acimulo intracerebral progressivo de uma
proteina extremamente insolGvel conhecida como prion

{PRUSINER, 1991},

SCRAPIE

¢ scrapie & uma doencga neurodegenerativa causada por

prions, conhecida ha mais de 200 anos, gue afeta cabras e



ovelhas. Os animais comprometlidos por  esta  doenga
apresentam excitabilidade, coceira, ataxia e paralisia,

morrendo em pouco tempo. A ebtioclogia do scrapie ficou

desconhecida durante mulito tempe, apesar da suspeita da

participac¢do de algum tipo de virus.

As observagdes de alguns pesqguisadcores, mostrando que
os descendentes do cruzamento entre ovelhas portadoras de
scrapie com animals normals eram mals suscetivels a doenca,
sugeriram a possibilidade de transmissdo maternal e lateral
da doenga. No entanto, nac fol possivel detectar a presenca
do agente infeccioso no Utero, ovadric e glandulas mamarias
de ovelhas clinicamente doentes. Além do mais, ¢ cruzamento
entre animais normais e animais infectados parece resultar
sempre em uma prole normal. Para testar a possibilidade de
transmissdc maternal do scrapie, embrides de ovelhas
inocculadas com PrPsc foram transplantados para animals
normaiz ou vice-versa, sendo gqgue a doenga naoc se
desenvolveu em nenhum deles, mesmo apdés um pericde de 5
anos de acompanhamento. Por outre ladoe, © indculo direto,
em animais controle, resultou em mals de 30% de Infecgdo
{revisado por PRUSINER, 1981}.

Injetando-se por via subcutdnea extratos protéicos
provenientes de cérebros de ovelhas infectadas em ovelhas
pertencentes a 24 racgas diferentes, viu-se gue algumas
ragas apresentavam uma alta incidéncia da doencga (72-78%),

enguanto que outras ndo a desenvolviam ou tinham um



prelongado pericdo de incubacao. Da mesma forma, o
cruzamento entre animais provenientes de duas populacdes
distintas de ovelhas de uma determinada raga, uma
suscetivel a 1nfecgdo wvia subcutdnea e intracerebral e
cutra resistente, sugeriu gque © tempo de incubacgdo estaria'
relacionado com um gene autocossémico dominante (revisade por
PRUSINER, 1981).

A patogénese do scrapie comegou a ser elucidada com a
recente observagéo de que © gene gque codifica o prion esté
localizado no genoma do hospedeliro e com a purificagao e
caracterizagdoe bloguimica das particulas infecciosas
causadoras da doenga {PRUSINER e cols., 1982; BASLER e
cols., 1986). Assim como a CJD e a GS8S, a doenga das
ovelhas provavelmente ¢ infecciosa e ao mesme tempo
hereditaria. GOLDMAN e cols. (1880), obhgservaram  um
polimorfismo no codon 171 do gene que codifica o prion de
ovelhas da raga Suffolk, o gual resulta em substituigao de
um residuo de arginina por um de glicina em um dos alelos.

Além do scrapie que atinge cabras e ovelhas, outras
doengas semelhantes sdo provocadas por prions em outros
animais, como o visdo {encefalopatia transmissivel do
visd&o), cervos e antilopes (doenca c<rénica debllitante) e
gatos domésticos (encefalopatia espongiforme felirnal. No

gado bovino os prions causam a encefalopatia bovina

espongiforme, descrita a segulr.



ENCEFALOPATIA BOVINA ESPONGIFORME

A encefalopatia bovina espongiforme (BSE) (também
conhecida come “doenca da wvaca louca”) & uma deoenca do
Sistema nervoso central de bovinos provocada por prions,
que surgiu no Reino Unido por volta de 1986. Em 1987 foram
confirmados ¢ casos da doenga, enquanto que até o final de
1884 3a& tinham sido registrados 138.359 casos (WELLS e
WILESMITH, 1995).

A epidemia provavelmente se Iiniciou ne anc de 1981,
quando foram introduzidas visceras de carneiros ¢ ovelhas
na racgao do gado britanico. Alguns estudos confirmaram
experimentalmente esta via de infeccao, mostrando
transmissadac de BSE para camundongos e também para © gado
bovino através da alimentacdc (revisado pof PRUSINER,
1891). A possibilidade de transmissdo desta doencga do gado
para ¢ homem provocou uma grande redugac na ilmportacgdo de
carne Dbritdnica, principalmente pela Franga e Alemanha,
causando sérios problemas econdmicos para ¢ Reino Unido.

Ndo esta determinade, até o momento, se © consumo de
derivados do gado infectado (produtos alimenticlos ou
farmacduticos) pode transmitir esta deenga para o homem. No
entanto, estudeos realizados em hamsters tém demonstrado a

possibilidade de infecgdo via oral, sendo esta 10% vezes



mencs eficiente gque a contaminagdo pelo indculo
intracerebral {PRUSINER, 1985}. A transmissdo entre
espécies ocorre apenas em um numero extremamente reduzido
de animais que apresentam wum tempo de incubagido muito
prolongade (SCOTT e cols., 1989).

As alteragdes microscdpicas observadas na BSE sio
semelhantes as do scrapie e estdo restritas ac sistema
nervoso central. Observa-se vacuolizacgdo da substancia
cinzenta e resposta astrocitica, vacuollzacdo do neurcepilo,
presenga de vaclholeos dentro do pericario do neurdnio e
perda neuronal. A vacuollzacgdo afeta ainda a substancia
cinzenta dos segmentos cervical, toracico e lombar da
medula espinhal. Parece n30 haver uma correlacdo direta
entre a gquantidade de neurdnios com vacuelizagdo no
pericdrio e a severidade da perda neuronal. A formagdo de
placas amildéides ndo € caracteristica desta doenca, sendo
08 actmulos de prion detectavels através de
imunchistoguimica (WELLS e WILESMITH, 1995). Os acumulos
intraneurcnais de prion geralmente coincidem com a presenga
de vacuollizacdo do pericario (JEFFREY & cols., 1992).

A hipdétese mals plausivel para a etiolcogia da BSE € a
exposicdo do gado ao prion proveniente de ovelhas e
carneiros portadores de scrapie, embora exista a
possibilidade de ocorréncia natural da doenga. Trabalhos

analisande o risco de ocorréncia de BSE estac sendo

atualmente conduzidos nos EUA, Argentina e Espanha, tendo-



se em vista alguns relatos esporadicos da doenga fora do

Reine Unido.

EURU

O kuru & uma doenga neurcldgica que atingiu, na década
de 50, nativos do grupo lingiistico Fore e tTribos vizinhas,
em Papua Nova Guiné. A palavra kuru significa tremer, no
dialeto Fore (GAJDUSEK e ZIGAS, 1957)}.

A maloria das evidéncilas indica que © kuru se
digseminou neste conjunto de tribos devido a prética de
rituais canibalisticoes, principalmente por mulheres e
criangas, que tinham o costume de comer as visceras
{inclusive o cérebro) de seus parentes mortos como
demonstragdo de respeito (GAJDUSEK ¢ ZIGAS, 1957; MATHEWS e
cols., 1968). Até o momento ndo fol identificada nenhuma
mutacdo especifica no gene que codifica o© prilon destes
pacientes. Provavelmente, durante os rituais canibalisticos
pecorren a ingestdo de visceras de algum portador de CJD
(GAJDUSEK, 1877},

A doenca tem um curso clinico bastante rapide (3 a ©
meses  apds o aparecimento dos  primeiros sintomasj),
caracterizando-se lnicialmente por ataxia progressiva

acompanhada de tremores no tronco, cabega e extremidades,



que se intensificam durante a atividade fisica, diminuindo
durante o repouso e desaparecendo durante o sonoc, O=
tremores € a ataxia aumentam apds alguns meses, guando os
pacientes comegam a apresentar dificuldades para andar e
para permanecerem sentados. No inicico da doenga a
inteligéncia parece normal, porém a fala torna-se, com o
pasggar do tempo, de dificlil compreensdo {disartrial e as
fungdes intelectuais alteradas. Contracées dos misculos
facials, alteragfes emocionais, agressividade e hostilidade
sa0 caracteristicas das fases mails avangadas da doenga.
Quando © paciente ndo pode mals se locomover, aparecem as
incontinéncias urindria e fecal, a fala desaparece
completamente (no entanto evidéncias de que o paciente esta
consclente sdc observadas através de seus movimentos
oculares e da emissio (e sons incompreensiveis).
RDificuldades de degluticdc e mastigagdc surgem entio,
levando o paciente {deixado geralmente sem ajuda no
interior de cabanas) a um guadro grave de inani¢do, Ulceras
de dectbitc e pneumonia, gque culmina com o seu &bito.
Qutras alteragles sistémicas (sanguineas, hepaticas ou no
liguido cérebro-espinhal! ndo foram encontrada nestes
pacientes portadores de kuru (GAJDUSEK e ZIGAS, 1957).

Os aspectos histopatoldgicos do kuru sio semelhantes
aos de CJID e GS8, isto ¢é, presenga de alteragdes
espongiformes, astrogliose e deposicdo de placas amildldes

na maioria dos casos {(“kuru plagues™), principalmente no
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carebelo g no sistema extra~-piramidal. O corno anterior da
medula espinhal, as olivas inferiores, o télamo e 03
nGcleos da ponte também sac afetados (GAJDUSEK e ZIGAS,
1957; KLATZO e cols., 1959).

Com a extincado do canibalismo nestas tribos por volta
de 13960, houve uma rapida redugdo na incidéncia do kuru. Um
fato interessante ¢ gue, de centenas de criangas Orfas
nascidas de maes portadoras de kuru por velta de 1957,
nenhuma apresentou a doencga até hoje. Iste mostra gue as
criancas das tribos afetadas pelo kuru nio foram infectadas
pelas suas maes através da placenta ou do leite maternc
(PRUSINER, 1983). Como ¢ tempo de incubacdo € bastants
prolongado, alguns individuos gue praticaram o canibalismo
naquela época estdo apresentande hole os  sintomas da

doenca.

DOENCA DE CREUTZFELDT--JAKCB

Os primeiros casos de uma doenga neurodegenerativa
numana chamada de doenga de Creutzfeldt-Jakob (CJD), foram
relatados em 1820 por H.G., Creutzfeldt e em 19521 por A.
Jakob {revisado por RICHARDSON e MASTERS, 1885}).

varios autores foram capazes de demonstrar gue a CJb

pode ser transmitida com  sucesso para animais de
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laboratério, como macacos (GIBBS e cols., 1968: GAJDUSEK e
cols., 1966}, Cobalas (MANUELIDIS o cols., 1875y,
camundongos (TATEISHI cols., 1979) e hamsters (MANUELIDIS e
cols,, 1978).

A transmissibilidade da CJD entre seres humanos também
& foi descrita (DUFFI e cols., 1974): uma paciente com 55
ancg de ldade se infectou através de um transplante de
cérnea proveniente de um doador com CJR, apresentando
dezolito  meses depoils, letargia, ataxia = rapida
deterioragdc neuroldgica. Esta via de transmissdo de CID
fol posteriormente confirmada em estudos com animais de
laboratérice, através do inbculo de cérneas de hamsters
infectados em cérebros de hamsters normais (MARSH o HANSON,
1975} . Injecdes de horménio de crescimento, implantacgic de
eletrodos intracersbrals e enxertoes de dura-matexr também jA
foram relacionados & +fransmissdo de CJIJD (revisado por
PRUSINER, 1993}.
Aproximadamente 15% dos casos de CID tém caratex
familial autossdmicoe dominante, sendo o038 demails ¢asos
gsporddicos {(MASTERS e cols., 198l). Portanto, a CJD &, ao
wesme tempe, uma deoenga hereditdria e infecciosa.
A CID afeta igualmente homens e mulheres com 1dade
média de 60 anos, gue apresentam como Sintomas mais comuns
descrdens  visuails, perda de memdria e movimentos
| mioclénicos. Uma em  cada  10° pessoas  por  ano  sdo

- diagnosticadas com CJD, sendo gue B80% dos pacientes morrem
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dentro de 12 meses apds o aparecimento dos primeiros
sintomas, enquanto ©0s demais exibem um curse clinico de
varios anos (RICHARDSON e MASTERS, 1985).

Microscopicamente, a CJD se caracteriza pela triade
morte neurconal, gliose e alteracles espongiformes (MASTERS
& RICHARDSON, 1978). A deteccdo imunchistoquimica de
depbsitos de PrPsc pode ser 1Util para o diagnéstico
diferencial entre alguns casos de CJD, GSS e a doencga de
Alzheimer. Entretanto, como menos de 10% dos casos tipices
de CJD apresentam estes depdsitos amildides, este tipo de
diferenciacgdoe & dificil [{LANTOS e  cols., 1992y. &
imuncdetecgdo de PrPsc através de Western Blot, por ser
mais sensivel e especifica do que a imunohistoguimica, tem
sido muito atil para confirmar o diagnoéstico
histopatoldégico dos casvs de CJD em que ndo existe a
deposicdo de material amildide (SERBAM e cols., 1590).

A3 regides do cérebro malis afetadas pela deenga =s3o o
corpo  estriade, o© tidlame & ¢ cerebelo. As lesdes
cerebelares de CID e de kuru parecem estar assocladas &
contaminagdo por vias periféricas. Como o kuru, onde o©
agente infeccloso & adguirido através da ingestio de
visceras de seres humanos durante rituals canibalisticos,
alguns casos de CJID estdo assoclados ao fratamentoe com
hormébnio de crescimento e gonadotrofina provenientes de

extratos de hipdfises humanas (RICHARDSON e MASTERS, 1995).



Proteing Prion, localizade no braco curto do Cromossomo 20,
Proveniente de Pacientes Portadores de CIdp, a mais

freqaente {correspondendo a 60% dag .mutag@es) ocorre no

variante de CJIn Semelhante 3 GSs {“Gsswlike CIp~y, onde se

Observa deposicaoe simultanes do amiléide de prion e do B4~

INSONIA FAMILIAYL FaTar

A insénia familigl fatal (FFI} foi descrita pela
primeira vez em 198¢ (LUGAREST cols., 1986) & esta
fassociada A Uma mutacao RO codon 178 do gene que Codifica a

lproteing Prion {(uma substituicio de UM residuc de acido
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Na literatura existem relatos desta mutacidc no codon 178 em
16 diferentes familias. Destas, 9 apresentam FFI e 7 CJD.
Cinco novas familias provavelmente portadoras de FFI estdo
atualmente em estudo {(GAMBETTI e cols., 1995),

Clinicamente a FFI & caracterizada por distirbios do
sone e dos sistemas autdnomo, endderine e motor (LUGARESI e
cols., 1986}. A doenca se manifesta em média acs 48 anos de
idade & a sua duracdo & de cerca de 13 meses (GAMBETTI ¢
cols., 1955). O primeiro sinal observado nestes pacientes &
uma progressiva redugdo no tempo de sono, associada A
reducdo oun desaparecimento do sSono ndo REM  (Mrapid eve
movement” ), O sono REM pode também estar acentuadamente
reduzido ou até mesmo ausente.

Microscopicamente, a FFPI se caracterliza por perda de
neurdnios e astrogliose nc télamo, particularmente nos
nficleos ventral anterior e médio-dorsal. Pode tambeém
ocorrer envolvimento cortical, dependendo do tempo de

duracde da doenga (MANETTC e cols., 1992).

DOEWCE DE GERSTMANN-STRAUSSLER-SCEEINKER

A doenca de Gerstmann-Straussler-3cheinker (GSS) & uma
alteracdc autossdémica dominante rara do sistema nervoso

central, caracterizada principalmente por anormalidades
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motoras e intelectuals. Fol descrita pela primeira vez no
inicio deste século em uma familia de Viena, conhecida como
“familia H”.

Segundo os primeirocs relatos de Gerstmann, em 19328,
{revisado por GHETTI e cols., 199S), uma mulher de 25 anos
de idade, pertencente a familia de Viena, apresentava
ataxia cerebelar e tremores severos nos membros superiores
e inferiores. O agravamento do guadro clinico levou a
dificuldades de Ilocomogdc e a distGrbios da fala. A
paciente apresentava ainda irritabilidade, comportamento
descontrolado e redugdo de sua capacidade intelectual,
falecendo sels anos apds o inicio da doenca. O pai, o avd e
¢ hisavd da paciente apresentaram sintomas parecidos.

Em outro trabalho, publicado em 1936, Gerstmann
descreveu o0s asgpectes histopatoldgicos observados nesta
mesma paciente (revisado por GHETTI e cols., 1995). Um
achado bastante interessante foli a deposic¢do de uma
substincia amorfa, com caracteristicas de amildide, nas
camadas molecular e granular do cerebelo, cOrtex cerebral,
gubstdncia  branca e ganglios basals, associada a
proliferacdc glial. Estavam também presentes buracos no
cértex cerebral, ¢ gue se denominou alteracgdo espongiforme,
Estudos histopatolégicos em outros membros da familia H
revelaram perda de fibras e nucleos na porgado basilar da
ponte, redugdo no tamanho do nicleo cerebelar profundo, com

perda de fibras eferentes e atrofia do pedunculo cerebelar
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supericr, além de dilatacdo dos axénios das células de
Purkinije ([GHETTI e cols., 1995). Analise microscépica de
material proveniente de membros de outras familias afetadas
demcnstraram gue a deposicdo de material amiléide & um
achado constante, ao contrdrio da degeneracdo espongiforme
(MASTERS e cols., 1981}. Estas placas amildides reagem
poslitivamente Com anticorpo anti-prion em reacdes

imunchistoquimicas {KITAMOTO e cols., 18873.

Formas variantes de G3S (revisadas por GHETTI e cols.,

19958) .

1~ mutagdo no codon 102 (PLO02L): esta & a mutaclo mais
fregliente nos pacientes portadores de G888, encontrada em
cerca de 32 famllias estudadas provenlientes de nove palises
diferentes {EUA, Canada, Reino Unido, Alemanha, Franca,
Austria, Italia, Israel e Japdo). 0s paclentes portadores
desta mutagdo desenvolvem a doenga entre a guarta e sexta
década de wvida, apresentande uma sindrome cerebelar
progressiva e lenta. A detericoracdo mental e comportamental
ocorre nos estagics tardios da deenga. Microscopicamente,
observa-se depdsites de material amildéide no cerebelo e no

coértex cerebral, associados a alteragdes espongliformes.
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2~ mutagio no codon 105 (P105L): o3 pacientes com esta
mutagac manifestam a doencga entre a guarta e quinta década
de vida, caracterizada clinicamente por hiperreflexia nos
membros inferiores e sinal de Babinski. Histologicamente
observa-se a deposicdo de PrPsc no cdrtex cerebral
{principalmente cdértex motor), corpo estriade, t&lamo e na

camada molecular do cerebelo.

3- mutagdo ne codon 117 {All7V): esta nmutacdoc foi
degcrita em pacientes de uma familia francesa e de duas
familias inglesas. A doenca se manifestou entre 19 e 64
anos de idade, com um curso clinico de aproximadamente 2 a
¢ anos. £ caracterizada por deméncia pré-senil associada a
sinais extra-piramidais, parkinsonismo e ataxia. Os
depdsitos de material amildide, associados a degeneracgio
espongiforme, foram observados espalhados pelo cérebro
{eértex,  ganglio basal, talamoy, estando ausentes no

cerebalo.

4~ mutagio no codon 145 (Y1458TOP): mutagéo observada
em uma paciente japonesa, que apresentou perda de membria
ao redor dos 38 anos de 1idade, com sinais de deméncia.

Microscopicamente, detectou~se grande guantidade de
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depdsitos amildides no codrtex cerebral e cerebelar.

Alteragles espongiformes estavam ausentes neste caso.

5~ mutagdo no codon 198 (F1988): esta mutagdoc foil
descrita em pacientes de uma familia norte americana com
deméncia, ataxia e parkinsonismo. Depdsitos de material
amildide foram observados no cérebro e cerebelo, associados
a perda neuronal no neccortex e tialamo, além de destruicdo
das cé&lulas de Purkinje do <cerebelo. 0s neuritos

iocalizados nas proximidades do material amildide reagiram

positivamente com anticorpos contra PB4APP, no entanto, a

deposicdo de P4 amildide tem sido detectada somente nos

paclentes com idade avangada.

6~ mutacdo no codon 217 (QR17R): presente em dois
pacientes pertencentes a uma familla norte americana. Um
deles comecou a apresentar sinails de depressido aocsg 47 anos
de idade, seguidos de deficiéncia de memdria e ataxia
progressiva, falecendo aos 67 anos. O outro paciente com
esta mutacic no codon 217 desenvolveu alucinagles auditivas
acs 66 anos de idade, seguidas de deméncia e sinais
parkinsoniancs, falecendo com 72 anos de idade.
Microscopicamente, os achados foram semelhantes aos dos

pacientes com a mutagdo F198S, com depésitos de amildide no
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cérebro e cerebelo associados & deposicdc de f4 amildéide,

Caracteristico da doenca de Alzheimer.

PRIONS

A transmissdo do scrapie das cabras e ovelhas para
animals de laboratério facilitou o© estudo do agente
etioldgico. A partir dos cérebrog de hamsters
experimentalmente infectados, gue desenvolvem com rapidez a
doenga, foi possivel a purificagdo e caracterizacdo
bioguimica da particula causadora do scrapie.

PRUSINER e cols. {1982) conseguiram purificar a
particula infecciosa dos cérebreos de animais de laboratdrio
infectadcos através de extragdes com detergentes, proteblise
limitada, centrifugagioc diferencial e sedimentagdo através
de gradiente descontinuo de sacarose. 0 material obtido
mostrou-se extremamente 1nsolGvel, com caracteristicas
tipicas de amlldide (coloracgdc pelo vermelho Congo e PAS e
pirrefringéncia sob microscopia de luz polarizada). Em
microsceopia eletrdnica de transmissdo, © agente infeccloso
purificado apresentou~se COmMe peguencs  agregados de
estruturas alongadas, com tamanho e formato irregular (10 a
20 nm de didmetro por 100 a 200 nm de comprimento}. Com ©

mesmo protocolo de purificacdo, material semelhante, do
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ponte de vista bioguimico e microscépico, foi extraido do
cérebro de pacientes portadores de CJD (PRUSINER e cols.,
1382; PRUSINER e cols., 1983). Demonstrou-se posteriormente
(MCKINLEY e cols., 1991} que o usoc de inibidores de
proteinases durante a purificacioco do agente infeccioso
impede a formacio das aestruturas alongadas e
birrefringentes, sugerindo que & protedlise & um pré-
requisito para a agregagdo e insolubilidade do material.

Particulas infecciosas purificadas foram entio
utilizadas na produgdo de anticorpos menocionais,
Curilosamente, estes anticorpos reconheceram uma proteina de
33-35 kDa, presente tanto nos cérebros de animais de
laboratério normais como nos de animais infectados (QESCH e
cols., 1985; BARRY e PRUSINER, 1986). O sequenclamento dos
amino acidos da extremidade amino terminal da proteina
presente nas particulas infecciosas permitiu a sintese de
peptideos, gue foram usades para imunizar coelhos. ¢ anti-
soro obtido destes animais foi capaz de reconhecer a mesma
proteina de 33-35 kDa (BARRY e PRUSINER, 1886}, sugerindo
gque a proteina presente nas particulas infeccicsas do
scrapie & um componente do cérebro de animals normais.

¢ reconhecimento de uma proteina normal, pelos
anticorpos produzidos contra a proteina presente nas
particulas infecciosas, demonstrou gque estas ultimas sao

agregados insolivels, com aspecto de amilbide e resistentes
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a protedlise, formados a partir de uma proteina precursora
expressa normalmente no cérebro.

O tratamento com proteinases, durante a purificacéo,
resulta em protedlise parcial, removendo os primeiros 67
amino acidos da porgfo amino terminal da proteina extraida
dos cérebros de animals infectados ou de pacientes com CJD
ou GS8S, reduzindo seu pesc molecular de 33-35 kba para 27-
30 kDa (CESCH e cols., 1985). GABIZON e c¢ols. (1388)
demonstraram, através da solublilizacdo das particulas
infecciosas, gue esta resisténcia & degradag¢do proteolitica
ndo @ uma conseqgiiéncia da formagdo das placas amildides,
mas  sim uma caracteristica intrinseca da proteina
infecciopsa.

Em 1982, fol proposto por PRUSINER ¢ termo prion
{“proteinaceous infectlous particle®} para denominar estas
proteinas. A proteina expressa constitutivamente no sistema
nerveso central fol chamada de prion celular (PrPc},
enquanto que a depositada no ¢érebro dos animals infectados
fol denominada de prion scrapie {PrPsc). Apdés a digestdoe
proteclitica do PrPsc tem-se uma forma truncada, chamada de
Prp  27-30 (QOESCH e cols., 1885} . Fol demonstrado
posteriocrmente (STAHL e cols., 19%87) que o PrPc & uma
proteina de superficle celular, ligada & face externa da
membrana plasmatica dos neurdnics por uma ancora de

glicosilfosfatidilinositel (GPI).
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O estudo das propriedades quimicas do PrP foi
facilitado pela solubilizacfio dos agregados de FPrP 27-30,
extraidos do cérebro de animais de laboratério portadores
de scrapie, sem reduzir o© seu poder de infecgado.
Inicialmente, varias técnicas foram  usadas para a
solubilizacdo das particuias, como © use de detergentes, de
sails, alteracles de pH e sonicacdo, todas sem sucesso
{BOLTON e cols., 1984; McKINLEY e cols., 18986). Qutros
métodos, como a desnaturacgdo térmica, © usc de 5DS, de
fortes agentes caotrépices e de Aacidos ou bases foram
eficientes para a dissclucdo das particulas, no entanto,
reduziram seu poder de infecgdo (PRUSINER e cols., 1981;
PRUSINER, 1981).

GABIZON e cols. (1887) conseguiram  padronizar
condigles ideails para a solubilizagio do PrP 27-30, em
solucéio de detergente (deoxicolato de s6dio} e
fosfolipideos (fosfatidilcolina), produzindoe os chamadoes
DLPCs {"detergent~lipid-protein-complexes™), que aumentam
de 10 a 100 vezes a capacidade de infecgdo do material. 0s
fosfolipideos funcicnam como um melo hidrofébico ideal para
proteinas de membrana celular como © prion. Segundo 0s
mesmos autores, a proporgdo correta para a dissolucgdo do
PrP 27-30 em DLPCs é de 4000 moléculas de fosfolipideo para
uma de prion, na gqual ndo se observa nenhuma particula, em

microscopila eletrdnica de transmissao.
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A solublilizacgso do PrP 27-30 fol 6til também para a
caracterizagdo de proteinas ligantes de prion, em ensaios
de ligac¢doc in vitro {(descritos adiante) (OESCH e cols.,

1980; CESCH, 19384).

PRESENCA DE DNA OU RNA NAS PARTICULAS IN¥FECCIOSAS

A incorporagdc do PrpP 27-30 em DLPCs facilitou também
& procura de DNA ou BRNA nas particulas 1infecciosas.
Acredita-se atualmente que o agente etioldgico do scrapie e
das doenc¢as humanas associadas (CJD, GSS e FrI) ndo contém
material genético.

GABIZON e c¢ols. (1987} demonstraram que o tratamento
de PrpP 27-30 dissclvido em DLPCs com nucleases (DNase e
RNase) e Zn*' ndo ¢ capaz de alterar o seu poder de
infeccdo. Em outros experimentos, estes autores observaram
gque, mesmo adicionandeo-se as nucleases durante a formagdo
dos DLPCs, nao ocorria redugdo da infectividade do
material. A radiacd3oc ultravicleta também mostrou-se
ineficaz para inativar a infectividade do PrP 27-30 nos
agregados insoliveis ou dissolvidos em DLECs (GABIZON e
cols., 1988). De acordo com os experimentos anteriores,
MEYER e cols. (1990) ndc conseguliram detectar &acidos

nucleicos especificos nas preparagdes purificadas de PrP



24

27-30, através de eletroforese em gel de poliacrilamida e
coloragdo pela prata.

Por outro lado, o tratamento prolongade do PrP 27-320
com enzimas protecliticas reduziu significativamente o
poder de infecgdo. Esta reducdc foi proporcional ao tempo
de digestdo e & concentracidc das enzimas proteoliticas
(GABIZON e cols., 1988).

Fortanto, os dados até o momento mostram gue as
particulas infecciosas s&c exclusivamente formadas por

proteinas (PrP 27-30 e PrPsc).

O GENE QUE CODIFICA O PRION

O sequenciamento dos amino acidos da porgdo amino-
terminal de  PrP  27-30 possibilitou a  sintese de
oligonuclectldeos e a clonagem do gene que codifica a

roteina prion, a partir de cDNAs de hamsters normais e
infectados (BASLER e cols., 1986). Este fato comprovou que
a particula infeccicosa €& realmente codificada por um gene
do hospedeiro, © gual estd localizado no brago curto do
cromossome 20 do homem e no cromossomoe 2 do camundongo
{OFESCH e cols., 1985; CHESEBRO e cols., 1985%). O gene gue

codifica o prion também encontra-se presente no genoma de
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invertebrados como nematédeos, droséfila e também de
ieveduras (DIENER, 1987).

A andlise detalhada da seqliéncia nucleotidica deste
gene mostrou que ele é& formado por dois exons, separados
por um Intron com aproximadamente 10 kb  (Fig. I). O
primeiro exon tem 56-~82 pares de bases e o segundo cerca de
2 kb, onde estd contida toda a fase aberta de leitura
(BASLER e cols., 1988). Este tipo de estrutura génica ndo
permite a sintese de dois produtos protéicos distintos a
partir de T“splicing” alternativo. De fato, 08  RNA
mensagelros para © prion apresentam um unice tamanho (2,1
kb} e parece ndo existir varia¢ido em sua guantidade no
cérebro de animails infectados, durante as varias fases da
doenca (OESCH e cols., 1985). Estes achados, juntamente com
o sequenciamento da extremidade amino terminal do PrPc e do
PrPsc, mostrando segiéncias idénticas de amino acidos {TURK
e cols., 1988), sugerem gue as diferengas entre © PrPc e ©

PrPsc sdo provenientes de modificagdes pbs-traducionais.
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EXON INTRON EXON It

mANA
5 F A

Figura T - Representacao esquematica da organizacio do
gene que codifica a proteina prion. F ~ fase aberta de
leitura (modificado de PRUSINER & cols., 1991},

A PROTEINA PRION

Dentre as fases abertas de leitura do gene que
codifica o prion ja sequenciadas, estdo a do homem, de
hamsters, camundongos, ratos, cabras e galinhas (KRETZCHMAR
e cols., 1986; BASLER o cols., 1986; LOCHT e cols., 1986;

WESTAWAY e cols., 1987; LIAOD e cols., 1987; GOLDMAN e
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cols., 1980; HARRIS e cols., 1991). Todas elas codificam
proteinas de aproximadamente 250 amino 4&cidos, com um
peptidec sinalizador de 22 aminc 4&cidos na extremidade
amino terminal e um peptideo hidrofdbice de 23 amino acidos
na porgdo carboxi-terminal, o qual & removido durante a
adi¢ao de uma &ncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI).

Depois de traduzida, a proteina prion scfre uma série
de modificacdes pos~traducionais COomo adigao de
oligossacarideos N-ligados em regides consenso {codons 181
¢ 157 do prion de hamster}, formacdo de uma ponte
dissulfeto intramolecular entre 05 residuos de cisteina 178%
2 214, remog¢dc do peptidec sinal da porgdc amino terminal
da proteina e remogdo do peptidec hidrofdébico da
extremidade carboxi-terminal, seguida da adicdo da Aancora
de GPI (Flg. II} (PRUSINER, 1891).

Como 3& salientado anteriormente, o PrpP 27-30 &
resultante da digestdo limitada pela proteinase K, due
remove 0S8 primsiros 67 amino acidos do  PrPFsc. Esta
caracteristica do PrPsc permite a sua separa¢do do PrFc,

visto que este (Gltimo & sensivel a digestio
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RNAs MENSAGEIROS DE PRION

A expressdo do gene que codifica o prion parece ser
varidvel durante as varias etapas do desenvolvimento, como
demonstrado por varios trabalhos reallzados através de
hibridizagdo in situ (McKINLEY e cols., 1987; MOBLEY e

cols., 1988; MANSON e cols,, 1992; HARRIS e cols., 1993).

gg apm
| Y |
P Pri C p’
Lsgd
g9 GPt
L1
P PrP Sc p’
les-gd
gg GPi
4 [
PrP 27.30 p’
Lgsd
Figura II =~ Representagdo esquematica da proteina

pricn. g - sitios de glicosilagdo (codons 181 e 197), 8-S -
ponte dissulfeto entre os residucs 179 e 214, GPI -~ ancora
de GPI, P - peptidec sinalilzador, joi - peplrtidec
hidrofébiceo, removido apds a adicdo da ancora de GPI

{modificado de PRUSINER, 1991}).
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No camundongo, © RNA mensageiro da proteina prion (Prp
mRNA} pode ser detectado no tubo neural a partir do décimo
terceiro dia de wida  intra-uterina, aumentando de
quantidade apds < nascimento. Estes mensageiros foram
encontrados também nos neurdnios do neocortex, nas células
de Purkinje do cerebele, no hipocampo, na medula espinhal,
em g¢ganglios periférices e nervos, além de neurdniocs do
epitélio olfatdrio e da retina (KRETZCHMAR e cols., 1986;
McKINLEY e cols,, 1587).

Em hamsters, os nivels de PrP mRNA parecem estar scb a
regulacdo do fator de crescimento neural (NGF) (MOBLEY e
cols., 1988), sugerindo uma possivel participacdo do prion
no desenvolvimento e diferenciacde neural. No entanto, o©
fato de ocutros tecidos como intesting, rim, lamina dental e
membranas extra~embrionarias também produzirem estes
mensageircs pode indicar uma fungdco celular mais ampla
{MANSON e cols., 1892},

HARRIS e cols. (1993}, estudando a distribuicdo de pPrP
mRNAS através de hibridizagdo in situ, foram capazes de
detecta-los em neurdnios colinérgicos € nic colinérgicos de
varias regides do sistema nervoso central de galinhas, a
partir do sexto dia de vida intra-uterina: telencéfalo,
hipocampo, talamo, hipotdlamo, trato odptico, celulas de
purkinie dc cerebelo e medula espinhal. Além do sistema

nervoso central, o©s mensagelros para o prion foram
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observados na retina, intestino, coragido e ganglios da raiz

dorsal.

TRANSFORMACAC DE PrPc EM PrPsc

Apés a sua sintese, ¢ PrPc sofre modificacSes pods-
traducionais no complexo de Golgi (glicosilacdo, adicdo da
dncora de GPI), sendo transportado para a superficie
externa da membrana plasmatica, onde & fixado pela &ncora
de GPI. Este transporte, segqundo alguns autores (CAUGHEY e
c0ls., 1989; BORCHELT e cols., 18%0), leva cerca de uma
hora, em c¢élulas de neuroblastoma de camundongo (NZ2a) em
cultura. ©Os mesmcs autores demonstraram que o© PrPc é
removide da superficie celular por endocitose. SHYNG e
cols, (1993) observaram que moléculas de PrPc realizam um
ciclo entre a superficie celular e as vesiculas de
endocltose e que o processo de endocitose em células N2a é
mediado por vesiculas revestidas externamente por uma
proteina fibrosa chamada clatrina (SHYNG e cols., 19%24).
Estas vesiculas tém 50 a 100 nm de didmetro e participam,
além da endocitose de complexos ligante-receptor, do
transporte de proteinas do complexo de Golgl para a

superficie celular {ROBINSON, 1994).
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Qutros trabalhos, também realizados em células N2a
infectadas com o PrPsc, mostraram que este ge acumula
principalmente no citoplasma, dentro de lisosomas {MCKINLEY
e cols., 19%1; TARABOULOS e «cols., 1990). Lisosomas
pleomérficos contendo actmulos de PrPsc  também foram
observados em neurdnios de camundongos infectados (LASZLO &
cols., 1992}). Fol demonstrado ainda que a remocdc do PrPc
da superficie celular com fosfolipases ou proteinases
blogueia a formagdo de PrPsc em células N2a infectadas,
sugerindo que ¢ PrPsc é derivado de um precursor localizado
na membrana plasmatica (CAUGHEY e RAYMOND, 1991; BORCHELT e
cols., 1982).

Como salientado anteriormente, o PrPsc, extraido de
animais de 1laboratdric infectades ou -de pacientes,
apregsenta algumas caracteristicas peculiares como a
formagdo de agregados ingolavels ] rasisténcia a
protedlise. PRUSINER, em 1989, propds gque o PrPsc, quando
introduzido em células normals, seria capaz de converter
moléculas de PrPc em PrP3c através da formagdo de dimeros.
Segundoe este autor, a ligagdo do PrPsc ao PrPc poderia
impor uma mudanca de conformagdo naeste altimo,
transformando~o em outra melecula de PrPsc., O exato
mecanismo desta conversido nioc estd ainda esclarecido. No
entanto, a idéntica seqgliéncia de amino acidos destas duas

proteinas & o fato de gue o PrP 27-30 €& ¢ principal
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componente das particulas do agente infeccioso sugerem gue
este dltime & uma isoforma do Prbc.

A detecgdo de moléculas de PrPsc na superficie celular
sugere que a transformacdo do PrPc em PrPsc pode também
ocorrer neste local, assim como dentro de lisosomas
{CAUGHEY e RAYMOND, 19%91). Provavelmente, o© PrPsc &
internalizado pela c¢élula da mesma maneira que o PrPc e
induz a formacdoc de novas meléculas de PrPsc no interior
dos lisosomas. A resisténcia & protedlise do PrPsc deve
favorecer seu acumulo nos lisosomas, levando & morte
neurcnal.

G mecanisme de conversdo de PrPc para PrPsc comecou a
ser esclarecido com o estudo de peptideos sintéticos. A
andlise das seqiiéncias de amino &cidos do PrPc de diversos
animais e do homem mostrou que gquatre regides da molécula
$&0 compativels com a estrutura em alfa-hélice. GASSET e
cols. {1982} sintetizaram guimicamente peptideos
correspondentes & estas regides e estudaram suas
propriedades fisicas através de espectroscopila de
transformacio infra-vermelha de Fourier (FTIR). Os
peptideos estudados foram: H1 (residucs de 109 a 122), H2
{129 a 140), H3 (178 a 191} e H4 (202 a 218}). Destes, HI,
H3 =& H4 apresentaram caracteristicas pecullarss, como
insolubilidade em scolugdo agquosa, formagdo de estruturas
beta-pregueadas detectivels nas andlises de FTIR, formagédo

de fibrilas amildides birrefringentes sob microscopla de
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polarizacso e coloracdo com vermelho Congo, além de
formacdo de agregados ultraestruturalmente semelhantes as
particulas infecciosas purificadas do Cérebro de animais de
laboratério. Segundo os autores, estes achados indicam que
2 transformacdo do PrPc em Prpsc pode envolver a conversio
de  estruturas em alfa-hélice para estruturas bera-
Pregueadas (Fig. ITI). 2 alta insolubilidade do PrPsc, sua
resisténcia & protedlise € a tendéncia 3 polimerizacio

e€stdo de acordo com esta hipdtese.

L L7

Figura TIII =~ A - esSquema  mostrando a provavel
disposicdo das estruturas em alfa~hélice do PrPc
{cilindros). B - transformacidoc de alfa~hélices an
estruturas beta-pregueadas {setas) (modificado de PRUSINER,

1885} .
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PAN e cols. (1993) demonstraram gque a conversdo de
alfg-hélices em estruturas beta-pregueadas c¢onsiste na
alteracdo primaria das doencas provocadas por prions. Estes
autores desenvolveram um protocolo ndo desnaturante para a
purificagdc de PrPc, com o objetivo de compafar' a sua
estrutura secundaria com a do PrPsc através de FTIR. Os
resultados mostraram que O Prkc tem um perfil
caracteristico de proteinas ricas em alfa-hélice (42% alfa-
hélice e 3% beta-pregueada), enguanto gque © PrPsc (43%
beta-pregueada e 30% alfa~hélice} e o PrP 27-30 (54% beta-
pregueada e 21% alfa-hélice) 830 ricos em estruturas beta-
pregueadas. Observaram, ainda, sob microscopia eletrdnica
de transmissaoc, que © PrPc e o PrPsc apresentam~-se CoOmo
agregadeos amorfos, ao passe gque o PrpP 27-30 forma
estruturas alongadas e irregulares compativeis com
amildide. Os autores comentan que este tipo de
transformacdo na estrutura protéica j& € bem conhecido em
outros modelos. Por exemplo, o centro de reacgico do
fotosistema II  que, guande exposte a luz, muda sua
conformacio de alfa-hélice para estruturas beta-pregueadas;
a gp 120 do virus tipo I da AIDS que, em 3olugdc agquosa,
apresenta-se na forma de cadelas beta-pregueadas e, guando
ligada ac CD4, converte-se em alfa-hélices; e as serpinas

ativadas proteoliticamente que se transformam de estruturas
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beta-prequeadas em alfa~hélices. Outro exemplo importante é
O peptideo BA4 das placas amildides da doenca de Alzheimer,
derivado de uma regifo rica em alfa-hélices da proteina
precursora de amildide (B-APP).

A reacdo de neurdnios em cultura incubades com
pequenos peptidecs sintéticos, correspondentes & segliéncia
de diferentes regibes do PrPsc do cérebro de pacientes
portadores de G3S {(residuos de 58 a 150), fol estudada por
FORLONI e cols. (1993}, Estes autores observaram gue 2
exposicdo crdnlca de neurdnios, provenientes do hipocampo
de rato, ao peptideo 106~126 do PrPsc causa morte celular e
que este mesmo peptidec forma agregados inscldveis com

todas as caracteristicas de material amiléide.

ESTUDOS EM ANIMAIS TRANSGENICOS

A especificidade entre espécies observada na
transmigsde das doencas causadas por prions ftem sido
gstudada através da producdo de camundongos transgénicos.
SCOTT e cols. (198%8) inocularam camundongos transgénicos
Tg{SHaPrP}Mo, gque expressavam prion de hamster, com PrPsc
de hamsters, e observaram que os animals que produzlam
pouco RNA mensageliro para ¢ prion de hamster apresentavam

um tempo de incubacdo mals prolongado do gue ©s camundongos
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com grande quantidade destes mensageiros. 0s animais que,
por algum motivo, nido estavam produzindo os mensageiros
para © prion de hamster mostraram periodos de incubagio
extremamente longos. Este trabalho mostrou uma correlacic
inversa entre os niveis de RNA mensagelros e o tempo de
incubacdc da doenca. 03 autores sugeriram ainda que a
origem do indculo determina o tipo de PrPsc produzideo pelo
animal infectado, pols camundongos transgénicos expressando
0 gene do prion de hamster e infectados com PrPsc de
hamster produziam PrPsc deste mesmo animal. Da mesma
manelra, inoculando-se estes camundongos transgénicos com
PrPsc de camundongos, detectavam~se moléculas de PrPsc de
carundongo.

Embora exista a possibilidade de infecgdo de
camundongos ndo transgénicos com PrPsc de hamster, este é
um processo multo lento e ineficlente (PATTISON, 1965},

A origem do indculo também determina a distribuigdo
anatdmica das alteraghes egpengiformes e das placas
amiléides. Camundongos expressando prion de hamster e
ingculados com PrPsc de hamster desenvolvem intensa
alteragdo espongiforme na substlncia cinzenta do hipocampo,
talamo, cobrtex cerebral e tronco cerebral, além de
apresentarem numercsas placas amildides nas  regides
subcalosas e paraventriculares, Estes aspectos 330
semelhantes acs observados em hamsters infectados com PrPsc

de hamsters {(DeARMOND e cols., 1887). Por outro lado, o©s
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mesmos  camundongos  transgdnicos infecrados com PrPsc de
camundongos exibiram alteragdes espongiformes mais suaves o
espalhadas pela substdncia c¢inzenta e branca, além de
poucas placas amildides, COMmo & caraterlistico dos

camundengoes  ndo  transgénicos.  SCOTT e cols. (1993,

i

roduziram também camundongos transgénicos axpregsando

k@

rions quiméricos, com seqliéncias de amino &acidos de PrPe

.

je  camundeongos e de hamster. Estes animais puderam ser
facilmente infectados com PrPsc de hamsters.

HSIAQ = cols. (1994} produziram camundongos
Transgenicos gue expressavam a mutacic PlDlL {supstituicic
de  uwma prolina  por uma leuclina na posicgdoc 101y,
correspondente a mutacd3o nc codon 102 do PrPc humano na
338, Estes animais desenvolveram alteracdes neuroldégicas
espontaneamente, como vacuclizagdo do hipocampo e do
negcortex e deposicido de material amildide, principalmente
no cerebeslo.

A remocdo de gene do prion de camundonges (BUELER =
cols., 189827 ndo impedin o desenvolvimento normal destes
animals {Prn-p  0/06), o©os qguais foram culidadosamente
acompanhados por um periodo de Z anos. Como esperado, astes

camundongos ge tornaram completamente resistentes a

O

infeccdo. 08 camundongos portadores do gene do priocn em um
dnico alelo (Prn-p O/+4) foram suscetiveis & infeccgao, porém

com um tempo de incubacgdc bastante prolongado.
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COLLINGE e cols. {1994} demonstraram que o8 animais
Prn-p 0/0 nao €ram tio normais quanto aparentavam, exibinde
COm O passar do tempo alteracdes na funcio sindptica, com
depressdo do fenbdmeno Nipocampal denominado potenciacio de
longa duracgéo, relacionado com os Processos de memérig e de

aprendizado,

PROTEINAS LIGANTES DE PRION

OESCH e cols. {199g e 159%4) demonstraram a interacio
do prion com outras proteinas através de ensaios de ligacao
in vitro, PrPe e PrPsc marcados com iodo 125 o dissolvidos
em DLPCs foram incubados com membranas de nitrocelulose
contendo as proteinas do  cérebro de hamsters separadas
eletroforeticamente, Desta maneira foram identificadas
varias proteinas ligantes de prion com 45, 50,56,64,72 o
110 kDa. Estes autores purificaram e Sequenciaram o ligante
de 45 kDa, mostrando gque este corresponde & proteina glial
acidica fibrilar {(GFAP}, um componente do citoesqueleto de
astrocitos. As outras proteinas ligantes nao foram

Caracterizadas até o momento.,
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LAMININA

P

A laminina £ 0 Protdétipo  de “ima familig de
giicoproteinas encontradas Das membranas basaig, d830ciadas
20 coligeno tipo 1V, & broteoglicanas e an nidogénio, Sua
molécula & Composta  por trég Cadeias polipeptidicas
distintas, denominadas A (400 kba), B1 (210 kDaj o BZ (200
kDay, drranjadas na forma de uma crug assimétrica Com dois

bragos Curtos e yp longo. & laminina o3 inicialmente

burificada do tumor muring EngelbrethmHolm-Swarm {EHS}, no

basais, A laminina participa de RPIoCessos como regulacdo de

adesdo, Crescimento e diferenciacie celular (TIMPL o cols.,

Varios eceptores celulares para laminina J4& foram

descritos, dentre os quais incluem-se as lintegrinas (alpa,

aZfl, w«3Bl, a6Bl, a6Bs e a7B1ly, Proteinas de 67 o 110 kDa e

urm condroitin~sulfato, due  parece estar associado Ag

{(MEL 85) (KLEINMAN o cols., 1991; VEIGA e colis., 1596 .
Além de suas Propriedades adesivas, gz lamining & capaz
de  induzir o Crescimento de neuritos ep cultura de
neurdnios Provenientes do Sistema Nervoso  central ou
periférica {ENGVALL e Cols., 1986, YAMAMOTO o cols. (1988)

demonstraram, através de imunohistoquimica €m microscopia
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de luz e eletrdnica de transmiss&c, a presenca de laminina
(neuro-laminina) no interior de neurdnios do sistena
nervoso central de ratos e de camundongos (hipocampo,
neccertex, talamo e células de Purkinije do cerebelo). Estes
autores sugeriram gue a laminina pode ser produzida por
estes neurdnios, tendo algum papel no desenvolvimento e na
manutencac do sistema nervose, e gue alteracdes durante a
sintese ou a utilizacio anormal desta glicoproteina rodem
astar relacionadas com a patogénese de doencas

neurodegenerativas.,

HIDROPATICIDADE COMPLEMENTAR

0O termc hidropaticidade, segundo KYTE e DOCLITLE
{1982y, significa afinidade por 4&gua. Estes autores
calcularam o coeficiente de hidropaticidade de cada amino
acido com base nas suas propriedades hidrofdbicas e
hidrofilicas (Tabela I). Os amino acidos hidrofébicos tém
coeficlentes de hidropaticidade positivos, enguanto gue os
amino acidos hidrofilicos, coeficientes negativos. Os amino
acidos com  grupos R naoe carregados e parcialmente
hidrofilicos apresentam coeficlentes préximes ao zero.

Segundo a tecorla da hidropaticidade complementar,

proposta por BLALOCK e SMITH (1984), existe uma tendéncila
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para que os codons que codificam amino acidos hidrofébicos
sejam complementados por codons gue codificam aminoe &cidos
hidrefilices, e vice~versa. Da mesma maneira, os codons
para amino acidos hidrofilicos ndo carregados  sdo
complementados por codons codificadores de amino &acidos
semelhantes. Baseados neste principio, oz mesmos autores
sugeriram que amino 4&cldos codificados por fitas de DNA
complementares poderiam interagir entre si. Tal hipdtese 34
havia sido feita anteriormente por BIRC (1981}, o gual
fugeriu gue fltas complementares de DNA de um mesmo Jlocus
codificariam peptideos interagentes,

As bases noleculares destas Iinteracdes hidrofdbico~
hidrofilico ainda ndc foram completamente esclarecidas. A
possiblilidade de interag8oc quimica entre amino Acidos
hidrofdbicos e hidrofilicos 3& foi discutida na literatura
{BRENTANI, 1558; BRENTANI, 19%0). Segundo NEMETHY e SHERAGA
113623, ligagles espontaneas podem acontecer entre amino
acidos hidrofdbicos e & cadeia carbdnica lateral de amino
acidos hidrofilicos. BURLEY e PETSKO (1988), por sua vez,
consideram as interagdes aminc-~aromaticas como modelos de
interacac hidrofdbico~hidrofilico. A formagdoe de
copolimercs entre amino 4dcidos hidrofébicos e hidrofilicos
t4cido ¢lutamico/leucina e arginina/alaninal fol observada
através de métodos fisico-guimicos {POLAND e SHERAGA, 19677

ROOT-BERNSTEIN, 18982).
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A interagdo entre peptideos complementares (peptideos
codificados por fitas de DNA  complementares) foi
primeiramente demonstrada em hormdénios como o ACTH {(BOST e
cols., 1985), angiotenssina II (ELTON e cols., 1988},
endorfina (CARR e cols., 1986) e vasopressina (LU e cols.,
18%1). A cada ano aumenta a quantidade de peptideos
complementares interagentes descritos na literatura, sendo
conhecidos até o momento cerca de quarenta exemplos
{revisado por BRARBNYI e cols., 1995}, listados na Tabela
IrT.

Teoricamente, um peptideo codificado pela fita de DNA
complementar a seqliéncilia gue codifica o sitio de ligacdo de
uma proteina ligante possul a conformacgdo do seu recepteor e
vice-versa. Um exemplo distc € o peptideo complementar aos
residuocs 22 a 27 da insulina, gue ¢ capaz de 1inibir a
ligagdo desta com adipdcitos por competir com os receptores
destas células (KNUTSON, 1988).

035 anticorpos dirigidos contra peptideos
complementares Sa0 importantes ferramentas para a
caracterizagdo de proteinas interagentes (receptor-
ligante), ou seja, agquelas que contém em suas estruturas
ragides com conformacdo semelhante & dos peptideocs
complementares (GORCS e cols., 1986; CARR e cols., 1986;
BRENTANTI, 1G88; 30UZA o BRENTANI, 1499%)., Além disto, estes
anticorpos podem apresentar alguma atividade biloldgica,

como acontece com o3 anticorpos  contra o peptideo
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complementar ao ACTH, gue, por apresentarem regides com
confqrmagéa semelhante & do hormdnic, estimulam a sintese
de corticosterona por células adrenais de camundongo (BOST
e cols., 1885). Outro exemplo sio os anticorpos contra o
peptidec complementar & y-endorfina, que diminuem os niveis

de  AMP ciclico em uma linhagem celular hibrida
neuroblastoma~glioma (CARR e c¢ols., 1986). Fm ambos os
gxemplos citados acima os anticorpos mimetizam a agdc das
proteinas ligantes.

Nosso grupoe, no Laboratdrico de Bicleogia Celular do
Instituto Ludwig de Pesquisas sobre o Cancer, tem aplicado
o princlipic da hidreopaticidade complementar dos amino
acidos para a caracterizagido de interagdes entre proteinas.
BRENTANT e cols. {1988) e PASQUALINI e cols. (1989}
demonstraram gue o peptidec tedricoe WIVPTA, deduzido a
partir da fita de DNA complementar aguela que codifica a
segliiéncia RGD da fibronectina (sitio de ligagdo da
fibronectina a seus receptores integrinices), € capaz de
inibir a ligac¢&o desta proteina a células tumorais. Os

anticorpos contra este mesmo peptideo reconhecem as

integrinas aSfl e GPIIb/IIIa. Confirman~ 28 achados,
SQUZA e cols., {(1892) observaram gue = oticorpos contra
a integrina GPITIb/II11a, produzidos < rande quantidade nos
pacientes portadores de pirpura trompbocitopénica

idiopéatica, reconhecem o peptidec tedrico WIVPTA.



BRENTANI  (1992) deduziram . os

. TKKTLRT e SSNTLRS a partir da fita de DNA
iplementar aquela gque codifica a :egié@,das cadeias a2 é
do-‘colageno tipo I clivaéa pela colagenase (residuos de
licina 772 até glicina ?78?. Estes peptideos tém um perfil
“‘hidropaticidade Vmuitc gparecido com o do’ peptidec

SONPVQP, presente nas proximidades do sitio catalitico da

},éﬁiagenase de fibroblasto. Neste trabalho, o8 autores
demonstraram que oS anticorpos contra o peptideo TKKTLRT
:Vééa capazes de reconhecer <colagenase de fibroblasto,
comprovando que a seqliéncia SQNPVQP corresponde ao sitio de
ligacao da colagenase de fibroblasto no colégeﬁo. A
interacdo entre a seqgiiéncia SSNPIQP da colagenase de
neutréfilo humano (que apresenta o mesmo perfil de
hidropaticidade que a seqiiéncia SQONPVQP da colagenase de
fibroblasto) e o coldgeno tipo I estd sendo caracterizada
| %ﬁ’i nosso laboratério.

. GILBERT (1978) propds, eém a “exon shuffling theory”,
'**éS'géﬁ§§4ﬁéjé'existéﬁfés sdo mosaicos formados ?%1@

ecombinagdo de exons primitives. De acordo com a teoria

gééte autor, BRENTANI (1988; 1990) sugeriu que a fita
“anti-sense” de DNA poderia ser incluida em eventos de.
recombinagdo génica, sendo este um dos mecanismos
responsdveis pela criacdo de proteinas interagentes. E
possivel especular gque o sitio de ligagdo da colagenase nas

cadeias do colageno tipo I possa ter se originado a partir




do Ccolageno, sendo transportadas Para o agtyal gene da
Colagenase (SOUZA e BRENTANT, emn preparacio) .

Um fato importante & que a fita de Dna complementar on
“anti-gsense” apresenta Potencial codificador (ALFEF~
STEINBERG, 1984; CHNO, 1988y . Varias fases abertas de
leitura j& foram encontradas na fita Complementar de DNA
(BRENTANT, 1988; 1990). Por exemplo, compiementar ao gene
myc existe um Qutro gene, chamado de CYM, gue parece
reqular a atividade da proteina myc (ARMSTRONG e KRYSTAL,
1992). ADEIMAN e cols., (1987 descobriram uma fase aberta
de leitura ng fita Complementar ao gene que codifica o
horménio liberador de corticotropina.

Complementar ao gene da proteina prion (PrPc) também
existe umg fase aberta de leitura (GOLDGABER, 1891,
cormprovadamente transcrita {HEWISON o cols., 1991). A
Caracterizacio da proteina codificada pela fita de DNA
complementar  ao gene da proteing prion & o Principail

obietivo do presente trabhalho.



(KYTE o DOOLITLE, 1982)

Alanina

Acido aspartico
Acido glutamico
Arginina
Asparagina
Cisteina
Fenilalanina
Glicina
Glutaminag
Histidinag
Iscleucina
Leucing

Lisina
Metionina
Prolina

Serina

Tirosina
Trecnina
Triptofano

Valina

46




Tabela II - Exemplos descritos na literatura de interacio
entre peptidecs complementares (BARANYI e cols., 1995)

Peptideos complementares a:

ACTH

Angiotenssina/ receptor de Anglotenssina
Anticorpoe anti~idiotipico para proteina basica mielina/
receptor de celulas T

Anticorpo auto-reativo TI1S

Anticorpos idiotipicos

Arginina wvascopressina

B-endorfina

Bradicinina

Cistatina

Endotelina maior

Fator de crescimento spidérmico

Fibrinogénio

Fibronectina

Fragmento neurofisina da arginina vasopressina
y—endorfina

Horménlo estimulador de melandcitos

Hormdnico liberador de hormdnio de crescimento
Horménio liberader de hormdnio luteinizante
I'msulina

Interferon-f

Tnterleucina-1j

Interleucina-2

Peptideo mimético de calcio

Peptideo ribonuclease S

Peptidec terminal gastrina

Prolactina ovina

Proteina c~Raf

receptor de dopamina

Recaptor de encefalina

Receptor de laminina

Receptor de vasopressina

Receptor do fator oostatico regulador de em mosquito
Receptor nicotinico

Receptor opliceo

Somatostatina

Substancia P

Vitronectina
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A PROTEINA ANTI-PRION

A fYase aberta de leiltura existente na fita de DNA
complementar ao gene do prion fol descoberta por GOLDGABER
em 1991, durante a andlise, por meio de um programa de
computador, das seglidncias de DNA da fita "anti-sense®.
Este autor observou também gque existe uma correlacio
inversa entre o perfil de hidropaticidade dos amino &acidos
deduzides a partir da seqténcia “anti-sense” e ¢ perfil dos
aminc acidos do PrPc, Assim, codons para amino acidos com
coeficlente de hidropaticidade positivos (hidrofébicos) no
PrP sdc complementados por codons para amine acides com
coeficiente negativeo (hidrofilicos) e vice-versa. Igsto ests
de acorde com a teoria da hidropaticidade complementar dos
amino dcidos proposta por BLALOCK e SMITH {1984;.

GOLDGABER (18991} sugere, em seu trabalho, que a fase
aberta de leitura na fita “anti-sense” do gene do PrP pode
ter alguma dmporténcia biolégica, com base nas seguintes
ohservaces: 1- ela possul © mesmo tamanho gue a fase
aberta de leitura do gene do PrP; 2- as diferengas
chservadas na seqiiéneia nucleotidica do gene do PrP de
diversos animals ndo produzem codons de parada na fita de
DNA  complementar; 3~ &s mutacdes nos codons 178 e 200

observadas em paclientes com CJD ndc resultam em
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substituigéo de amino acidos na Proteina cedificads pela
fita complementar, como CCorre com as mutagdes nos codons
102 e 117 de Pacientes com GSS; 4- & presenca de codons de
iniciacio de tradugdo no inicio desta fése aberta de
leitura.

HEWINSON e cols. (1991), de acordo com ©8 achados de
GOLDGABER, detectaram moléculas de RNA Correspondentes g
fita de DNa complementar ao gene que codifica o prp am
varios tfecidos (cérebro, figado, pulméao, linfonodos,
coragac, misculo e bago}. Estes RNAs mensageiros foram
posteriormente detectados em cérebros de camundongos que
tiveram o gene que codifica o prion deletado {Prn~p 0/0)
{MOSER e OESCH, 1993). os Hesmos autores sugerem que og
RNAs mensageiros encontrados podem ter origem em outro
locus, sendo altamente homélogos aos mensageiros gerados
rela fita de DNA complementar ao gene que codifica ¢ prion,

Como proposto por BLALOCK & SMITH (1984}, a proteina
codificada pela fita de DNA complementar ao gene do prion
pode ter uma conformagdo que permita sua interacdc com o
FrPc. Se isto for verdade, esta pror- #ieria atuar como

um receptor celular para o prion.
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CBJETIVOS

Os cobjetivos do Presente trabalho sdo:

1) Caracterizar bioquimicamente, através da teoris da

nidropaticidade complementar das amino Aacidos, a proteina

codificada pela fita de DNA Complementar ao gene da

proteina prion.

Z2) Descrever a distribuicsc anatdmica desta proteing e

da glicoproteina de membrana basal laminina no cérebro de

Camundongos e ratos, através de imunochistoguimica.
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MATERIBL, E METODOS

Dedugio do peptidec complementar

O peptidec 106-126 do PrP humano & capaz de reproduzir, em
cultura de células, todas as caracteristicas do PrPsc, sendo
neurctdéxico e Fformando agregados insoltveis com caracteristicas
de material amildide, enguanto que um peptidec  menor,
correspondendo aos resliduocs 106-114 do PrP humano ndoc apresenta
@stas caracterlisticas (FORLONI e cols., 1993). SHYING e cols.
(1985) demonstraram, através da construgdo de proteinas Prp
mutantes, que a seqléncla de amino acidos 117-135 do PrP de
galinha & necessaria para que ocorra a endocitose do PrP. Esta
seqiiéncia corresponde aos residuos 105-122 do PrP humanco. O fato
dos residucs localizados dentro da segléncia 106-126 serem
importantes para a Internalizagac do PrP, por neurdnics de
camundongoes em cultura, sugere que o sitio de ligacgdc para um
provavel receptor neurcnal de PrP esteja contido dentro desta
regidc. Considerandc estes dades e fundamentados na teoria da
nidropaticidade complementar dos amino Aacidos, deduzimos o
peptidec tedrico usado neste trabalho (HVATEAPHHGPCRSSA) a partir
da segiéncia de nucleotideos complementar aguela qgue codifica o

peptideo 114-129 do PrP humano (BASLER e cols., 1986).
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A Tigura 1 mostra & correlagdo inverss entre o perfil de
hidropaticidade dos amino Acidos do peptideo tedrico e o perfil
dos amino dcidos da seqliéncia 114~129 do PrPc humang. Segundo g
tecria da hidropaticidade complementar dos aming acidos, o
Peptideo deduzido pode apresentar a mesma conformacao do 3itio de
ligagdo de uma proteina (possivelmente UM receptor) ao PrPe e ao

PrPac.,

Peptideo complementar

0 peptidec HVATKAPHHGPCRSSA, conjugade com hemocianing ({KLH
- “kevhole limpet hemocyanin”), foi sintetizado pela Neosystem

{Strasbourg, France}.

Sore anti-peptideo complementar

Injetou-se o peptideo HVATKAPHHGPCRSSA conjugado a KLH em
camundongos  Balb-c  com 12  semanas de idade. Na primeira
imunizacdo, 50 Mg do peptideo, misturados com igual volume de

adjuvante completo de rreund {S8igma}, foram injetados wvia
intraperitoneal. As imunizacses Seguintes foram realizadas em

intervalos de 14 dias, com a mesma quantidade de reptideo
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misturada em igual wvolume de adjuvante incompleto de  Freund
(Sigma). Apés a quarta imuniza

C&0 03 animais foram sangrados € 08

80ros estocados enm aliquotas de 20 Hi a ~20 °C.

Soro anti-laminina

Obteve~se o soro anti~laminina através da imunizacao de um

coelho fémea da faga Neozelandesa com laminina purificada do

ftumer murino FHS (LINE o Cois., 1990).

Soro anti-prion

O soro anti-prion R073, pProduzido em coelho,

cedide pelo Dr. Albert Taraboulos

fol gentilmente

{(Molecular Biology, Hadassah
Medical School, Israely,



Figara 1 - o - Peptideo neurotdxicoe, B - peptideo nio
neurotdxico e ¢ - peptideo necessirio para a endocitose do Prp. D
- Seglidncia de nucleotideos que codifica o peptideo 114-129 do
PrPc humano e sua segtiéncia complementar, a partir da qual foi
deduzido o peptideo HVATKAPHHGPCRSSA, E - Correlacdo inversa
entre ©os perfis de hidropaticidade dos residuos 114~129 do prp

humano (®) e do peptideo tedrico ().
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SEQUENCIA DO PRION HUMANO
114
GGC GCT GCT GCG GCA GGG GCC GTG GT6 GGG GGC CIT G6T 66C
6 A A A A 6 A V V & 6 L
COOHA S 8 R C P 6 H H P A K

3!

Coeficiente de Hitdrepaticidade

126

CCG CGA CGA CGC £G6T CCC CGG CAC CAC CCC CCG GAA CCA CCG

SEQUENCIA COMPLEMENTAR

-+ - anti-prion
~—#—prion

G
T

G
A
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Extrato protéico total de cérebro de camundongos

Para a obtencdo dos cérebros, foram sacrificados 10
camundongos Balb-c¢ com cerca de 27 meses de idade através da
lnalacdoc excessiva de éter stilico. A seguir, estes foram lavados
e homegeneizados em tampdo de lise contendo 50 =M de Tris-HC1 pH
7,4, 0,2% de deoxicolato de sédio, 0,5% de Triton X-100, 1 mM de
aprotinina, 1 mM de leupeptin, 1 mM de fenilmetilsulfonil
flucreto (PMSF) e 1 mM de benzamidina. O material foi entao
centrifugado a 12.000 g durante 30 minutos & o sobrenadante
recolhido e estocado a ~70 °C, Todas as etapas da preparacio
deste extrato foram feltas a 4 °C. Os extratos de cérebros de

ratos (Wistar Norvegicus albinus) foram feitos da mesma maneirs.

Preparacic de membrana celular de cérebro de camundongos

Preparou~se o extrato de membrana celular de cérebros de
camundongos Balb-c¢ de acordc com ARVAN e cols. (13883). Vinte
cérepros de animais com cerca de 2 meses de idade foram
homogenelzados em solucdo tampdc contendo 10 mM de acido N-2-

hidroxietil-piperazina-N-2-etano-sulfdnico (HEPES) pH 7,4, 0,5 mM
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de MgCi, 1 mM de leupeptin, 1mM de PMSF, 1 mM de benzamidina. O
material fol entdo centrifugado a 600 g durante 15 minutos para
remogac de debris, sende o sobrenadante diluide 5 VezZes, no mesmo
Campao com 0,7 mM de EDTA. A seguir, uma nova centrifugacado foi
feita, sobre um "colchdo" de sacarcse a 0,3 M, a 105.000 g
durante uma hora. Ressuspendeu-se o "pellet®™ em solugdo a 1,38 M
de sacarose e centrifugou-se sob uma solucioc a 0,3 M de sacarose
por 105.000 g durante uma hora. O material depositado na
interface foi coletado e ressuspendide em solucdc com 20 mM de
Tris~HC1 pH 7,4, 120 mM de NaCl, 1 mM de leupeptin, lmM de PMSF,
I mM de aprotinina e 1 mM de benzamidina e armazenado em
alliguotas a -70 °C. Fol considerada come fragdc de proteinas
citoplasmaticas © sobrenadante resultante da homogeneizacdo dos
cérebros em solucgdo 50 mM de Tris-HCl pH 7.4, 1,5 mM de MgCl,, 10
m de KCL, 1 mM de leupeptin, 1 mM de PMSF, 1 mM de aprotinina e
1 mM de benzamidina e centrifugacgdo a 105.000 g durante uma hora.

Atraves de microscopia eletrdénica de transmissdo, confirmou-

& a presenca de fragmentos de membrana plasmidtica nesta

i

reparacdo. Para iste, centrifugou-se novamente 1 ml  desta

T3

preparacdo a 105.000 g, sendo o Ypellet"” fixado em solugaoc de
glutaraideido a 0,5% por 24 horas e pds fixado em tetroxideo de
dsmic a 1%. 03 cortes semi-finos foram coradeos com azul de
vroluidina e os ultrafinocs com acetato de uranila e citrato de
chumbo, As observagdes e documentages foram feiltas em um

i microscodpio Zeiss EM~10 (FOP -~ UNICAMP}.
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Cultive de células de neuroblastoma de camundongo (N2a)

Célulias N25 {gentilmente cedidas pels Dra. Mari S. Armelin -
IQ-UsE) foram Cultivadas em garrafas Pléasticas descartéveis
Qstéreis {Falcony, contendo DMEM {meio Fagle modificadeo por
Dulbecco ~ Sigma) com 15% de sorc fetal bovine {Cultilab, S.PLY,
a 37 °C enm atmosfera com 5% ge CO2 e 95% ge umidade (estyfg Formg

Scxeatificj.

Extrato protéice de células N2a

Garrafas de 75 cp? contendo uma monocamada confluente de
celulas N2a foram lavadas 3 vVezes com PRS estéril. A seguir,
renmoveram-se as celulas da darrafa em tampio de lise (50 mM Tris-
HC1 pH 7,4, U,2% de deoxicolato de 30dic, 0,5% de Triton X-100, 1
f oM de aprotinina, 1 mMm de leupeptin, 1 M de PMSE e 1 mM de
égbenzamidinaj com ¢ auxilio de um raspador descartivel (Costar}. ©
zématerial foi entao Centrifugado a 12.000 g por 30 minutos a 4 °C

fe © sobrenadante aliquotado © estocado a -70 °¢,
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Precipitagdes dos extratos protéicos com sulfate de aménio

Com o cobjetivo de purificar parclalmente nossos reagentes,
separando a proteina de 60-66 kDa do PrPc, também presente nos
8Xtratos protéicos, foram feitas sucessivas precipitacdes com
sulfato de amdnio. Para determinar em qual concentracido de
sulfato de aménio (Reagen) precipitam o PrPc e a proteina de 60~
66 kDa realizamos o tratamento do extrate protéico total de
cerebro de camundongos com diferentes concentragdes de sulfato de
ambénic {30, 45, 50, 55, 65, e 70%), durante uma hora a 4 °C sob
agitagdo suave, seguido de centrifuga¢do por 10.000 g por 10
minutes e resgsugpensdo dos "pellets™ em solucdo com Tris-HCl pH
7,4 e 120 mM de NaCl. As proteinas contidas nestes "pellets”
foram separadas por SDS-PAGE e transferidas para nltrocelulose.
Detsctou-se, através de Western blot, a presenca do PrPc na
fracdo de 30% e da proteina de 60-66 kDa nas frag¢des preclpitadas
a partir de 55%.

Levando isto em c¢onsideracio, submeteu~se entdo o extrato
: protéicoe  total de cérebro de camundonges & precipitacgles
| sucessivas com sulfato de amdnio. As proteinas menos solavels

. foram separadas com 30% (dentre as quais o PrPc). Apbs a

' centrifugacio o "pellet™ fol ressuspendido em solugao contendo

tTris-HC1 pH 7,4 e 120 oM de NaCl e estocado a -70 °C. A operagdo
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foil repetida no sobrenadante com 45% {para retirar as proteinas
que preclpitam entre 30 e 45%) e depois com 55% {para precipitar
a proteina de 60-66 kDa), sendoc os "pellets"™ ressuspendidos e

armazenados a -70 °C.

Fracionamento de proteinas atravées de géis de

poliacrilamida~SDS

Separaram-se eletroforeticamente as proteinas em géis de
poliacriiamida a 10% contendo $DS  (SDS-PAGE}. As soluches
protéicas foram aplicadas no gel misturadas com um tampdo de
amostra redutor (62 mM de Tris-HC1, 2% de 8SDS, 40% de glicerol,
0,2% de azul de bromofencl e 200 mM de 2-mercaptoetanol), apds

fervura durante 5 minutos (LAFMMLI, 19870).

Focalizagdo isoelétrica das proteinas do extrato protéico
toetal e da preparagio de membrana plasmatica de cérebros de

camundongos

Para a separagdo das proteinas pelo seu ponto isocelétfrico,
foram utilizados tubos de widro de 13 cm de comprimento e 0,3 om

de didmetro, preenchidos com solugdo contendo 5,59 de uréia
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{BRL), 2 ml de NP-40 (Sigma) a 10% (v/v), 1,33 ml de mistura de
acrilamida (Bilo-Rad) a 30% (p/v), 2 ml de agua deionizada,
mistura de anfolitos (Pharmacia): 400 ul de anfolito pH 5,0~8,0 e
100 ul de anfolito pH 3,0-10, 15 pl de solucdo de persulfato de
ambnio (Bio-Rad) a 10% (p/v} e 10 pl de Temed (Sigma). Depois de
polimerizados no interior dos tubos, os géis foram montados em
uma cuba para focalizagdo isoelétrica (BRL), a qual mantém a
extremidade inferior dos tubos de vidro mergulhadas em sclugido
0,085% de acido fosfbrice e a extremidade superior em contato com
solugdo 0,080% de hidrdéxido de sddico. Na extremidade superior de
cacla tubo, aplicou-~ge 50ul de tampao de amostra (1,14 ¢ de uréia,
0,4 ml de NP-40 a 10% (v/v), 20 pl de anfolito pH 3,0-10 e 80 ul
de anfolite pH 5,0-8,0, 2 ml de &gua deionizada) e 50 ul de
tanpdo de superficie (0,72 g de uréia, 0,4 ml de NP-40 a 10%
(v/iv), 20 pul de anfolito pH 3,0-10, 80 ul do anfolito pH 5,0-8,0
a Z ml de agua deicnizada). Pré-corridas de equilibrio, sem as
amostras, foram feitas durante trés periodos de 30 minutos
consecurivos a 200, 300 & 400 volts respectivamente. Em seguida,
retirou-se a mistura de tampdo de amostra e tampdo de superficie
da extremidade superior dos tubos e aplicaram-se as protelnas
dizsolvidas em 50 pl de tampdc de amostra mais 50 pl de tampdo de

superficie. Os tubos foram completades com sSclugdo de NaOH

0,080%, sendo a focalizagdo realizada a 400 volts durante 16
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noras. Para separar as proteinas pelo seu peso molecular, os géis
cilindricos foram cuidadosamente retirados dos tubos de vidro com
auxilio de seringa plastica contendo PBRS e aplicados em SDS-PAGE

a 10% {(segunda dimensio}.

Western blots

Nos ensalos de Western blot, as proteinas previamente

saparadas através de SDS~PAGE foram transferidas para membranas
de nitrocelulose (0,45 um - Schleicher & Schuell) durante a noite

a 25 volts, em tampdo de transferéncia (39 mM de glicina, 48 mM
- de Tris, 0,037% de SDS e 20% de metanol). Para verificagdo da
. eficiéncia da transferéncia, usou-se corante Ponceau (Sigma}. AsS
2mﬁmbramas foram entdo bloqueadas (durante 2 horas) com TBST (150
émM ge NaCl, 20 mM de Tris e 0,05% de Tween 20 contendo 5% de
{leite desnatado licofilizado (Molico) e incubadas com anticorpos
fpriméries {anti~HVATKAPHHGPCRSSA 1:200 e anti-prion 1:2000)
ﬁiiuidos em TBST & temperatura ampiente durante 2 horas. AS
membranas, apds 3 lavagens de 10 minutos com TBST, foram
incubadas com anticorpos secundarios conjugados com fosfatase
icalina  (Sigma), diluidos 1:1000 em TBST, por 1 hora a

}emperatura ambhiente. Apds uma nova série de lavagens, as reagbes

oram reveladas com tampdc de revelagdc contendo S-~bromo-4-cloro-
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3-indelll fosfato (BCIP) e ™nitro blue tetrazolium chloride”
(NBT} (BRL). Nos Western blots quimioluminescentes, 0s anticorpos
secundérios utilizados eram conjugados com peroxidase, sendo as
reaces reveladas com a solucdo reveladora do "kit" "ECL Western
blotting analysls system™ (Amershan), seguidas de exposigic a

filmes radiocgraficos Kodak.

Ensaiocs de ligagdo entre a proteina de 60-66 kDa e o PrPc

("overlay™)

As fracdes precipitadas com 30% {(gue contém PrP e ni3o contém
a proteina de 60~66 kDa) e com 55% {(que contém a proteina de 60-
66 kDa e ndo contém PrPc} foram separadas eletroforeticaments em
SDE~FPAGE a 10% (utilizou-se 200 ug de proteina por canaleta) e
transferidas para nitrocelulose. As nmembranas de nitrocelulose
foram entdo bloqueadas com solucgdo com 120 mM de NaCl, 20 mM de
Tris e 0,05% de Tween 20 (TBST modificado) contendc 5% de leite
desnatade liofilizado e incubadas por trés horas a temperatura

ampiente da seguinte maneira:

1- as tiras de nitroceluleose contendo as protelnas

precipitadas com 30% de sulfato de amdnic foram incubadas com as
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proteinas precipitadas com 55% de sulfato de amdnio em solugdo

{para depois serem incubadas com ¢ sOro anti-HVATKAPHHGPCRSSA), e

2~ as membranas contendo as proteinas precipitadas com 55%
de sulfato de amdnio foram incubadas com a fracdo de 30% em

solugdo {(para postericr tratamento com ¢ soro anti-prion).

Apbs este periodo de incubacgdo, as tiras de nitrocelulocse
foram entdo lavadas 3 vezes com TBST modificade, por 10 minutos,
& incubadas com 08 respectivos anticorpos primdrios durante duas
horas & rtemperatura ambiente (antil-~-HVATKAPHHGPCRSSA, diluido
11200, nas membranas com as proteinas precipitadas com 20% e
anti-prion R073, diluido 1:1000 em TBST modificado, nas membranas
contendo © precipitado de 55%). Apdés uma nova série de lavagens
fol feita uma Iincubacdc de 1 hora com o8 respectivos anticorpos
secundarics conjugados com peroxidase, a temperatura amblents,
seguida de nova lavagem. A revelagdo fol feita com ¢ revelador

guimicluminescente (Amershan).

Marcagio do PrPsc com iodo 125

5ug de PrPsc, gentilmente cedido pelo Dr. Albert Taraboulos

(Molecular Biology, Hadassah Medical School, 1Israel) foram
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marcados com 0,5uCi de iodo 125 (Amershan) utilizando-se iodo-
vegads (Plerce), durante 15 minutos sob suave agitacdo. Separou-se
a proteina marcada do iodo livre através de precipitacgdo com 9
volumes  de etanol DOor 30 minutos e centrifugacao am
microcentrifuga durante 29 minutos. Ressuspendeu~se o "pellet"™ em
solugdo de DLPC (“detergent lipid protein complex”), descrita a

saguir.

Ensaio de ligagdo ("overlay") entre o PrPsc marcade com iodo

125 e laminina

A incorporacdo do PrPsc marcado (5x10’ cpm/mg) em DLPCs foi
realizada de acorde com OESCH e cols. (1%90). Resumidamente,
diszolveu~se o PrPsc marcado (0,1-0,5 ug/ml) em solug¢do contendo
10 mM de Tris HCL pH 7,5, 150 mM de NaCi, 1 mM de EDTA, 1% de
Triton X-100 e 1img/ml de L-g-lecitina (DLPC), através de
sonicacdo  por um  periode de 20 minutos  (sonicador INPEC
eletrénica). 0s "dot-blota" foram realizados em membranas de
nitroceluleose contendo 10 pg de proteinas imobilizadas {laminina
ndo desnaturada, laminina desnaturada termicamente, fibronectina
e albumina sérica bovina - BSA), blogueadas com TBSET mais 5% de
leite desnatado 1liofilizado durante 2 horas. Estas membranas

foram entio incubadas com solucdc contendo 5x10° cpm/ml de PrPsc
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marcado dissolvide em DLPC mais 0,5% de leite 1iofilizado, por 12
horas 3 temperatura ambiente e lavadas em TRST com 0,01l% de DLPC
por 4 horas A& tremperatura ambiente. Os autoradiogramas foram

revelados apds 24 horas a -70 °C.

Imunchistoquimica

Para as analises imunohistoquimicas, 3 camundongos Balb-¢ e
3 ratos Wistar adultos foram sacrificados pela inalacdoc excessiva
de @ter etilico, seus cérebros removidos culdadosamente o
imediatamente fixados em solugdo de Carnoy (60% etanol, 30%
clerofdrmio, 10% 4cldo acétice) por 48 horas. As pecas foram
entado seccionadas em "fatias"™ de cerca de Zmm de espessura, no
sentido coronal, e incluidas em parafina para a realizacdo de
cortes semi-seriados 4um de espessura. A peroxidase enddgena foi
blogueada com HO, a 5% por 10 minutos e os cortes a seguir
incubados com acido citrico pH 6,0 durante 20 minutcs em forno de
microondas. Logo apds, realizou-se ¢ blogueio com soro de cavalo
{diluido a 1:50 em PBS pH 7,4} durante 20 minutos & temperatura
amiriente, segulido de incubacdc com os anticorpos primarios,
diluidos em PBS pH 7,4 {anti-HVATKAPHHGPCRSSA 1:200 e anti-
laminina 1:2000), & 4 °C durante 16 horas. Apds 3 lavagens de 3

minutos cada em PBS, o8 cortes foram incubados com 035 anticorpoes
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secundarios blotinilados (diluidos a 1:200 em PBS) durante 30
minutes a 37 °C e novamente lavados. Incubou-se o complexc
avidina-peroxidase {(Vectastain Elite ABRC kit - Vector
Laboratories) diluido a 1:800 em PBS a 37°C por 30 minutes,
seguido de nova série de lavagens em PBS. AS reac®es foram entio
reveladas com solucdo contendo 0,04% de diamincbenzidina - DAB
(Sigma) em PBS acrescida a solugdc 1:1000 de H,0, 30%. A
contracoloragdo foil realizada com hematoxilina de Harris. Nas
laminas utilizadas como controle negativo, substitui-se o

anticorpe primario por soro ndc imune de camundongo ou coelho.

ITmunefluorescénecia e microscopia confocal {experimentos
realizados pelos Drs. Vivaldo Moura Neto e José Garcia-Abreu -
Frograma de Biofisica Molecular, Instituto de Biofisica Carlos

Chagas Fllho, UFRJ)

Neurdnios provenientes do mesencéfalo de camundongos com 14
dias de 1dade, cultivades durante 24 horas em DMEM-F1Z {(Gibcol
conplementado com glicose, glutamina, bicarbonato de s6dio e 10%
de soro fetzl bovino, foram incubados por uma hora Com © SOIo
anti-HVATKAPHHGPCRSSA (diluido 1/100 no meio de cultura). A
sequir, as células foram fixadas com paraformaldeldo a 4% em

tampao fosfato O,1M pH 7,6 por 30 minutos, lavadas rapidamente



67
com Triton X-100 0,1% em PRS e incubadas Por 12 horas com wm
anticorpo monoclonal contra B~tubulina IIT  (1/100) {Sigmay.

Seguin~se incubacic com anticorpos secundarios conjugados com

Fluoresceina (FITC} ou rodaming {RITC)H durante 2 horas. As
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RESULTADOS

1~ Reconhecimento de uma proteina de 60~66 kDa pelo soro

anti-HEVATKAPHHGPCRSSA

Os anticorpos produzidos em camundongos contra o peptideo
HYATRAPHHGPCRSSA foram capazes de reconhecer uma proteina de 60~
66 kDa, em extratos protéices de cérebros de camundongos, de
rates oh de células de neurcblastoma de camundonge em cultura
(NzZza). A figura 2 (canaletas 1,3 e 5} mostra o soro anti-
HVATKAPHHGPCRSSA reagindo com 0s extratos protéicos de cérebro de
camundongo, Separados em SDS-PAGE a 10% e transferidos para
membranas de nitrocelulose, em ensaios de Western blot. No
extrato protéico total e na fragdo citoplasmatica, a banda mais
proeminente fol de 60 kDa, enguanto gue na preparagdce de membrana
rplasmiatica detectou-se uma banda com peso molecular um pouco
maicr, c¢om 63-66 kDa. Na altura de 63-66 kDa, fol também
observada uma banda ténue em Western blots realizados com as
proteinas dos extratos totais revelados através de
guimioluminescéncia.

A mesma proteina foi reconhecida peloc 088G 30ro  nos
extratos protéicos totais feitos com cérebros de ratos (Fig. 3) e
com células de neu?oblastoma de camundongo em cultura - N2a (Fig.

4}
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Figura 2 - Western blot gquimioluminescente realizado com
proteinas do extrato protéico total (1), da preparacdao de
proteinas citoplasmaticas (3) e da preparagdo de membrana (5) de
cérebros de camundongos, separadas em SDS-PAGE 10% em condicgdes
redutoras, transferidas para membranas de nitrocelulose e
incubadas com o soro anti-HVATKAPHHGPCRSSA. Nas canaletas 2, 4 e
6 utilizou-se soro normal de camundongo como controle das
reagdes. Neste experimento evidenciou-se uma banda na altura de
60 kDa no extrato protéico total e na preparagao de proteinas
citoplasmaticas e outra com 63-66 kDa na preparagdoc de membrana
plasmatica.
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Figura 3- Western blot realizado com proteinas de extrato
total de cérebros de ratos, separadas em SDS-PAGE 10% em
condigdes redutoras e transferidas para nitrocelulose. Na
canaleta 1 a membrana foi incubada com © SOro anti-
HVATKAPHHGPCRSSA e na canaleta 2 com soro normal de camundongo,
como controle negativo desta reacd3o. Os anticorpos secundarios
utilizados sdo conjugados com fosfatase alcalina e a revelagdo
feita com NBT e BCIP.

Figura 4- Western blot quimioluminescente para detecgdo da
proteina de 60-66 kDa no extrato protéico total de células de
neuroblastoma de camundongo em cultura (N2a) (canaleta 1). Na
canaleta 2, a membrana de nitrocelulose foi incubada com soro
normal de camundongo.
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II - Focalizagdo iscelétrica sequida de SDS-PAGE e Western

blot

Para melhor caracterizar a proteina de 60-66 kDa, realizou-
e a separagao bidimensional das proteinas do extrato protéico
total e da preparagdo de membrana plasmatica de cérebros de
camundongos primelramente pelo ponto iscelétrico, seguida de
saeparacdo pelo peso molecular (SDS~PAGE a 10%).

A flgura 5-~A mostra as proteinas do extrato total {(cerca de
500 pg) separadas pelo ponto iscelétrico e pelo pesoe molecular,
transferidas para uma membrana de nitrocelulose e coradas com
Ponceau. A realizagio de um ensaio de Western blot sobre esta
membrana, usando como anticorpo primario o) soro anti-
HVATKAPHHRGPCRSSA, evidenciou duas bandas com pontos isocelétricos
bastante préximos: a primeira com pl 6,9 e 60 kDa & segunda com
p¥ 6,8 e 63-66 kDa (Fig. 5~ B e C).

Quando as protelinas das prepara¢des de membrana plasmatica
foram submetidas a este mesmo protocolo de separagao pela carga
glétrica e pelo peso molecular, © soro contra o© peptideoc
complementar reconheceu apenas uma das bandas ldentificadas no

experimento anterior, com pl 6,8 e 63-66 kDa (Fig. o~ A, B & C},
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Figura 5~ A- Proteinas do extrato total de cérebros de
camundongos separadas pelo ponto isoelétrico e pelo peso
molecular, transferidas para membrana de nitrocelulose e coradas
com Ponceau. B- Western blot realizado sobre a mesma membrana de
nitrocelulose mostrada em A, com © soro anti-HVATKAPHHGPCRSSA.
Note a presenca de duas bandas (setas) com pontos isocelétricos
bastante préximos, sendo uma mais basica, com plI 6,9 e cerca de
60 kDa e a outra com pI 6,8 e 63-66 kDa. C- Controle negativo com
soro normal de camundongo. 0Os anticorpos secundarios usados sao
conjugados com fosfatase alcalina e revelacdo feita com NBT e
BCIP.
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Figura 6- A- Proteinas da preparagdc de membrana plasmatica
separadas pelo conto isoelétrico e pelo pesc molecular,
transferidas para nitrocelulcse e coradas com Ponceau. B= Western
blot realizado sobre a mesma membrana de nitrocelulcose mostrada
em A com O sS0ro contra o peptideo complementar, evidenciando uma
banda (seta) com pl 6,8 e 63-66 kDa. C- Controle do experimento,
no qgual incubou-se membrana de nitrocelulose contendo as
proteinas de membrana, separadas da mesma maneira, com SOro
normal de camundongo. Como no experimento anterior, os anticorpos
secundariocs utilizados s&o conjugados com fosfatase alcalina e a
reagao revelada com NBT e BCIP.



com sulfato de aménie

Vizsando a obterncido de extratos protéicos enrigquecidos com o

T

roteina de £0-66 KDa ou com PrPe, foram realizadas sSucessivas
precipitagdes do extrato total de cérebro de Camundongo com
sulfato de amdnic, Seguidas de 3eparacdc das proteinas
precipitadas através de SDS~PAGE e transferéncia Para membranas

oceluliose.
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A figura 7 mostra a presenca da proteina de 60-6¢ kbDa nas

i

fragdes precipitadas a partir de 55% de sulfato de ambénic. O Prpe

precipitoun em 30% de sulfato de aménio, numa fragdo contendo as

proteinas menos soliveis (Fig. 8},
IV~ Ensaio de ligacdo entre a proteina de 60-66 kDa com o

PrPc

Tendo-se  em mios as Proteinas parcialmente rurificadas
através de precipitacdes com sulfato de amdénio, ou seija, o PrPec e
@ proteina de 60-66 xDa em fragtes separadas do extrato de
cerebro de camundongos, partimos para a caracterizacdo da tigacao
“Ie & proteina reconhecida pele soro anti-HVATKAPHHGPCRSSA & o
PrPc. Como descriro antericrmente, incubaram-se membranas de

trocelulese  contendo as proteinas precipitadas em 30%  de
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sulfato de aménic  (que contém ¢ PrPc) com as proteinas
Precipitadas en 535% em solucdo {contendo & Proteina de 60~56
kDaj, seguida de incubacio conm o sore anti—HVATKAPHHGPCRSSA. No
eXperimento inverso, tiras de nitrocelulose COm  as proteinas
precipitadas em 55% de sulfatc de aménic foram incubadas com a
fragdo de 303 em solugdo, sendo @ seqguir tratadss Com < sorc
anti-prion R0O73.

Neste experimento, o soro contra o peptideo complementar
reconhecew bandas oM peso molecular ao redor de 30 kDa nas
nembranas contendo a fracdo de 3032 (Qque 86 tem o PrPc}. bDa mesma
maneira, o soro anti-prion RO73 reconheceu proteinas na altura de
63~66 kDa nag membranas com a fracdc de 554 (a3 quais continham a
proteina de 60-66 kDa) {(Fig. 9), g interessante observar que o
PrPc se ligou preferencialmente 3 banda de 63-6 kDa, a4 gqual ests
presente em maior quantidade nag Preparacdes de membrana

plasmética (ver Fig. 2y,
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Figura 7- Western blots realizados sobre membranas de
nitrocelulose contendo as proteinas precipitadas em varias
concentracdes de sulfato de aménio e seus respectivos
sobrenadantes, separadas através de SDS-PAGE 10% em condigdes
redutoras e 1incubadas com © scoro anti-HVATKAPHHGPCRSSA. Os
anticorpos secundarios usados sdoc conjugados com fosfatase
alcalina e a revelacgdo feita com NBT e BCIP. As canaletas de 1 a
5 representam os "pellets" das precipitag¢des com 45, 50, 55, 65,
e 70% de sulfato de ambénio. Note gque a proteina reconhecida pelo
soro contra o peptideo complementar estd presente a partir de 55%
(canaleta 3). As reagdes realizadas sobre os sobrenadantes estao
nas canaletas de 6 a 10, mostrando que a proteina de 60-66 kDa
foi detectada somente nos sobrenadantes de 45 e 50%. Como
controle positivo do experimento, a canaleta 11 mostra uma reagao
com O mesmo Soro sobre as proteinas do extrato protéico total de
cérebro de camundongos.
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Figura 8- Os "pellets" obtidos nas precipitacgdes do extrato
protéico total de cérebros de camundongos com 30% de sulfato de
aménio (canaleta 1) e com 55% (canaleta 2) foram separados em
SDS-PAGE 10% e transferidos para membranas de nitrocelulose. A
seguir as membranas foram incubadas com o soro anti-prion RO073 e
as reacgbdes reveladas através de quimioluminescéncia. Note a
presenca de bandas correspondentes ao PrPc na altura de 33-35
kDa.
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Figura 9- Ensaio de ligacdo entre a proteina de 60-66 kDa e
o PrPc. 1 a 3- membranas de nitrocelulose contendo as proteinas
precipitadas com 55% de sulfato de aménio tratadas com © Soro
anti-prion (1), com o soro contra a proteina de 60-66 kDa (2) e
com © soro anti-prion apdés incubacdo com as proteinas
precipitadas em 30% de sulfato de ambénio em solugdo (3). As
canaletas 4 a 5 representam tiras de nitrocelulose com as
proteinas precipitadas em 30%, incubadas com ©o soro contra a
proteina de 60-66 kDa (4), com o sorc anti-prion (5) e com © soro
anti-peptideo apdés incubagcdo com uma solucdo contendo as

proteinas precipitadas com 55% de sulfato de ambénio (6). Os
anticorpos secundarios usados neste experimento sdao conjugados
com peroxidase e as reacgdes reveladas através de

guimioluminescéncia.
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V- Deteccgio da proteina de 60-66 kDa em cultura Primaria de

neurénios de camundongos e em cérebros de camundongos e ratos

Sobre ©s neurdnics mesencefilicos de camundonge, em cultura
primaria, foram realizadas reacgbes de imunoflucrescéncia
indireta, através de dupla marcacide com flucresceina ou rodaming.
Fol observada intensa positividade nestes neurdnios com o SOro

anti-HVATKAPHHGPCRSSA (evidenciada com fluoresceinal (Fig. 10) e

]

com  ©  soro anti-~B-tubulina IIZ {revelada com zrodamina). A

{2

eteccdo de B-tubulina ITI fol felta com o obijetivo de confirmar
a linhagem neuronal da cultura primaria utilizada neste estudoc.

As reagdes de imunoflucrescéncia reglizadas ¢om o s&oro
contra o peptideo complementar, em cultura primaria de neurdnios
de  camundongo, e observadas através de microscopia confocal
mostraram gque a proteina de 60-66 kDa estd presente na membrana
piasmitica destas células (Fig. 1l1}). Confirmando as cbservacies
Feitas nas lmunofluorescéncias, as reagdes lmunohistoquimicas
reatizadas em cortes histoldgicos de cérebro de camundongos e de
ratos, usSando o mesmo sorco, hoStraram alguns neurdnios com um
padrac de marcagdo tipico de membrana celular (Fig. 12).

Az reagdes lmunohistogquimicas feitas <om o sSoro  anti-
HVATKAPHHGPCRSSA am .cortes de cérebro de camundonges e ratos,

mostraran que a distribuicdo da proteina de 60~66 kDa e similar
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nestes animais {(Fig. 13). Neurdnios positivos foram encontrados
em varias regides do cérebro, sendo as reagbes mais intensas
observadas no cerebeloc e no hipocampo. No cerebelo, praticamente
todas as células de Purkinje foram fortemente coradas, exibindo
reagd0  positiva  tanto no  pericario do  neurdnic  como  nos
prolongamentos celulares. Algumas células de Purkinje positivas
puderam ser observadas no interior da camada granuiosa do
cerebelo, a qual foi totalmente negativa em todos 0S5 cortes
estudados (Fig. 14). As reacgdes imunchistoquimicas nos neurénios
hipocampais foram mals fracas e homogéneas do que as do cerebelo
{(Flg. 13). Algumas células gliais foram também positivas para a
proteina de 60-66 kDa, assim come feixes nervosos que compde o

corpo caloso (Fig. 16}.

VI- Detec¢gdo de laminina no cérebro de camundongos € ratos

As reacdes Ilmunchistoguimicas feitas com © Soro anti-
laminina mostraram forte marcacdo nos neurdnics do hipocampo e
nas c¢élulas de Purkinje do cerebelo, coincidentes com as regides
positivas com o sorce antl-HVATKAPHHGPCRSSA. Em todos o8 cortes
egstudados, as reacdes Imunchistoguimicas para evidenciagdo de
laminina foram mais Intensas e homogéneas do que agquelas para a
evidenciacéoc da proteina de 60-66 kDa, com positividade no

pericdric e alguns prolongamentos celulares (Fig. 17 e 18).
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Laminina de Vasos sangiiineos fol também miito be

M evidenciada por
esta técnica.



Figura 10- Imunofluorescéncia indireta realizada em cultura
primaria de neurdnios de camundongo, mnmostrando a reatividade
destas células com o soro contra o peptidec tedrico, revelada com
fluooresceina. (X1000) (experimento realizado em colaboragdo com
Dr. Vivaldo Moura-Neto e Dr. José Garcia-Abreu, Programa de
Biofisica Molecular, Instituto de Blofisica Carlios Chagas Filho,
UFRJY .

Figura 11- Imunofluorescéncia realizada em cultura primaria
de neurénios de camundongos utilizando-se o soro anti-
HVATKAPHHGPCRSSA e observada através de microscopia confocal,
mostrande positividade na membrana plasmatica {este experimento
foi realizado em colaboragdo com Dr. Vivaldo Moura-Neto e Dr,
José Garcia-Abreu, Programa de Bicfisica Molecular, Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho, UFRJ).






Figura 12- pn - Reacsao imunohistoquimica bara a deteccao da
proteina de 60-66 ¥Da em corte de cérebro de Camundongo,
mostrande neurdnios do talamo positividade na membrana celular o
prolongamentos; R - controle negative da reagdo, onde o anticorpo

primédrio foi substituido por soro normal de camundongo (X1000).
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Figura 13- Distribuic&o esquematica da proteina reconhecida
pelc soro produzido contra ¢ peptidec complementar em cortes

coronais de cérebro de camundonges e ratos, realizada a partir

das reacgdes imunohistoguimicas.
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Figura 14— A - Reacio imunohistoquimica pPara evidenciacio da
proteina de 60-66 kDa no Cerebelo de rato., Note g intensa
marcagac positiva nas células de Purkinije, delimitando a camada
granulosa do cerebelo {(G). B - controle negativo da reacdo, onde
© anticorpo primario fol substituido por soro normal de
camundongo (X1000).






Figura 15- » - Evidenciacio da proteina de 60-66 kDa am

neurdnios do hipocampo de rato; B -

controle negativo da reagdo,
COm $0ro normal de Camundongo (X1000),
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Figura 16- A - Reacdo imunohistogquinica para evidenciacdo da

proteina de 60-66 kDa mostrando positividade em células gliais; B
- controle negativo da reacio,

Com - 86ro normal de camundongo
{(X1000).
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Figura 17- A -~ Reagdo imunohistoguimica para deteccio de
laminina no cersbelo de rato, mostrando intensa pesitividade no
pericario e prolongamentos das células de Purkinje e também em
pequenos vascs sangulneos; B - controle negativo da reacdo, com

sore normal de coelho (X1G00) .
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Figura 18- 2 - Imunolocalizacio de laminina em neurdnios do

hipocampo de ratos e em vascos sanguineos;

B - controle negativeo

da reagdo com soro normal de coslho {X1000} .
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VII- Ensaio de ligagdoc entre ¢ PrPsc e laminina

A detecgdo de laminina e da proteina de 60-6§ kba nos
neurdnios hipocampais e nas células de Purkinje do cerebelo,
através das reacdes imunohistoquimiﬂas, nes levou a testar a
pogsibilidade de interagdc entre laminina e PrPsc. Para isto
iaminina termicamente desnaturadale nac desnaturada, purificada
de EHS, foi adsorvida em membranas de nitrocelulose e incubada
com o PrPsc marcado com I 125 e dissolvido em DLPCs. Os
autoradicgramas mostraram que somente laminina nao desnaturada

{01l capaz de se ligar ao PrPac (Fig. 19).



marcado com iodo 125,
proteina de membrana basal laminina.

?2—

Figura 19- "Dot-blot"

evidenciando

laminina termicamente desnaturada;

experimento foi feito em duplicata).

realizado com © PrPsc

purificado
a ligacao entre este e a

1- laminina ndo desnaturada;
3- fibronectina; 4- BSA (o
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DISCUSSAO

Caracterizacdo da prdteina de 60-66 kDa

A existéncia de uma fase aberta de leitura na fita de
DNA complementar ac gene que codifica o PrP e a detecgio de
seus transcritos em diversos tecidos {GOLDGABER, 1881:
HEWINSON e cols., 1991}, levou-nos & procura do seu produto
protéico. A abordagem utilizada no presente trabalho foi
inteiramente baseada na teoria da hidropaticidade
complementar dos amino Aacidos, proposta por BLALOCK e SMITH
{1984) .

A participagdoc da fita complementar de DNA na evolucdo
das proteinas Ilnteragentes fol discutida na literatura por
BRENTANI (1988). Um exemplo disto é a regifio rica em prolinas
da melécula da colagenase de fibroblasto (onde estd contida a
seqgiiéncla SQNPVQP, sitio de ligacdo desta enzima ao colageno
tipe I) gue pode ter se originado a partir da fita de DNA
complementar aos genes gue codificam as cadeias do coldgeno
(SOUZA e BRENTANI, em preparagao). Segundo o©s autores, uml
exon do gene do coldgenc pode ter sofride duplicacdo e uma
das cédplas introduzidas no gene da colagenase de maneira
invertida, ou s8eja, o gue era vanti-sense” no gene gue
codifica uma cadeia do coldgeno passou a ser “sense” no gens
gque codifica a colagenase. Um fenlmeno semelhante pode ter
ogorrido no gene do PrP, ou seja, através de “exon shuffling”

(GILBERT, 1978:; LONG e colsg., 1995) a fase aberta de leitura
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da fita "anti-sense” teria sido introduzida em outro gene, na
fita “sense”. Isto explicaria o fato da proteina por nds
caracterizada apresentar 60-66 kDa ac invés de 33-35 kDa,
pols as fases abertas de leitura das fitas "sense" e "anti-~
sense” do gene do PrP tém o mesmo tamanho. Em apocio a esta
hipdtese, os RNAsS mensagelros correspondentes & Ffita de DNA
“anti-sense” ao gene que codifica o prion também puderam ser
detectados em camundongos gue tiveram este gene deletado {(PrP
0/0) (MOSER e OESCH, 1993).

De acordo com a teoria de BLALOCK e SMITH (19843,
GOLDGABER (19381} demonstrou que © perfil de hidropaticidade
dos amino Adcidos codificados a partir da fita de DNA
complementar ao gene gue codifica o PrP é ¢ inverso do perfil
de hidropaticidade dos amino acides do PrP. Neste trabalho
nés utllizamos um peptideo tedrico, deduzido a partir da
segiéncia nucleotidica complementar aguela que codifica o PrP
humano, come ferramenta para a identificacido de uma proteina
raceptora de PrP. Para 1sto consideramos o©s seguintes
aspectos: 1} o peptideo sintético correspondente acs residuos
10e-126 do PrP humano apresenta caracteristicas similares aoc
PrPsc, sendo tOx1Co para neurdnios em cultura e formando
precipitados com aspecto amildide (FORLONI e cols., 1983): 2)
um peptidec menor contendo os residucs 106-114 do PrP humano
ndc se comporta como © peptideo 106~126 em cultura de
neurdnios, nac sendo neurctdxico nem formando amildide
(FORLONI e «c¢ols., 1883); 3} através da construgdo de
proteinas PrP mutantes foi demonstrado que a segliéncia de

amino &cidos 117-135 do PrP de galinha ({correspondente aos



residuos 105-122 do PrP humano) & essencial para ¢ processo
de endocitose (SHYNG e cols,, 1995). Portanto, optamcs pela
sintese de um peptidec contendo a seqgliéncia deduzida a partir
da fita de DNA complementar aquela que codifica os amino
acidos 114 a 129 do PrP humano. Uma vez que o peptidec 114-
12% & necessdrioc para a endocitose do PrP (SHYNG e cols.,
1985), acreditamos gue o mesme funcione como sitio de ligacéo
do PrP a uma proteina receptora.

O perfil de hidropaticidade de uma segiiéncia de amino
acidos pode determinar a sua conformacdo (BRENTANI, 1990;
SOUZA e cols., 1992). Desta maneira, peptideos com perfis de
hidropaticidade semelhantes podem apresentar uma conformacio
@spacial semelhante, mesmo gue a seqgténcia primidria de amino
acidos seja diferente {BRENTANI, 1390} . Portantco, 03
anticorpos produzidos através da imunizacgdo de camundongos
Balb~c com ¢ peptideo sintético HVATKAPHHGPCRSSA (deduzido a
partir da filta "anti-sense"™ aguela que codifica os residuocs
114~122 do PrP) deveriam ser capazes de reconhecer uma
proteina gue contenha, em sua estrutyra, uma regido com a
conformacdo parecida a deste peptideo. Esta regidc
conformacionalmente parecida com o peptideo HVATKAPHHGPCRSSA
seria o sitio de ligacgdo desta proteina a seqiiéncia 114-129%5
do PrP. De fato, estes anticorpos foram capazes de reconhecer
uma proteina com peso molecular aoc redor de 60 kDa, em
extratos protéicos totais de c¢érebros de camundongos, de
ratos & de células de neuroblastoma murine em cultura (N2aj,
e cutra com 63-66 kDa nas preparagdes de membrana plasmatica

purificada a partir de cérebros de camundongo. E interessante
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notar que a proteina de 63~66 kDa fol também detectada nos
extratos protéicos totals, porém em menor quantidade gue nas
preparagdes de membrana plasmatica. Estes achados sugerem a
existéncla de duas isoformas da proteina reconhecida pelo
sore produzido contra o peptideo tedrice, sendo uma forma
citoplasmética e a outra de membrana. A presenga desta
proteina na membrana plasmatica de células provenientes de
cerebro de camundongo reforca a hipétese de que ela possa
atuar como um receptor para moléculas de PrP.

As proteinas de superficie celular ligadas a membrana
plasmatica por meic de &ncora de GPI, como © FPrP (STAHL o
cols., 1987), ndo apresentam um dominio intracitoplasmatico,
sendo incapazes de induzir a formagao das vesiculas encapadas
de clatrina. Dentre elas, incluem-se antigenos de superficie
dos linfécitos (como por exemplo o CD4), mcléculas de adesio
celular e receptores (CROSS, 19%0). Estas proteinas ndo
apresentam um dominio intracitoplasmidtico, sendo portanto
incapazes de 1nduzir a formagdo das vesiculas encapadas de
clatrina. Alguns autores tém associado a internalizacgdo das
proteinas presas a membrana por ancora de GPT & invaginacgdes
de membrana plasmatica denominadas de cavéolas (ANDERSON,
1683). No entanto, SHYNG e cols. {19%4) demonstraram, através
de imunomarcagéc em microscopia eletrdnica de transmissioc, em
células NZa, que a internalizagdo do PrPc cocorre através das
vesiculas encapadas de c¢latrina. FEste fato sugere a
necesgidade de uma outra proteina no processo de endocitose,
contendo um dominio intracitoplasmatico capaz de induzir a

formaci3o destas wvesiculas. Receptores transmembrinicos, como
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08  para  transferrina, LDL e manose-6-~fosfatase, S0
endocitados através de wvesiculas encapadas de clatrina. A
formagdo destas ultimas & dependente de um  dominio
intracitoplasmatico do receptor contendo residucs de tirosina
{TROWBRIDGE, 1891). Para checar a possivel participacidc da
proteina de 60-66 kDa na endocitose do PrP, uma alternativa
interessante seria a realizag&o de imunomarcacio em
microscopia eletrdnica de transmissic, utilizando-se o soro
anti-HVATKAPHHGPCRSSA. Com este procedimento, seria possivel
evidenciar a protelna de 60-66 kDa no interior das vesiculas
encapadas de clatrina. Se a hipdtese de que a proteina de 60~
66 kDa atua como um receptor de PrP for verdadeira, esta
poderia participar da endocitose tanto do PrPo como do PrPsc,
visto que ambos possuem & mesma segiéneia primaria de amino
acidos {(TURK e cols., 1988}, o gque levaria a formacgdo dos

depdsitos intracelulares de PrPsc e consegliente morte

neurcnal.

As duas isoformas da proteina reconhecida pelc soro
anti-HVATKAPHHGPCRSSA nos cérebros de camandongoes foram
também observadas através da separacdc das proteinas pelos
seus pontos iscelétricos. Estes experimentos mostraram gue &
forma citoplasmatica tem pl 6,9, enguanto que a protelna de
membrana plasmatica pl §,8. Poder-se-ia especular gue as
diferencas de peso melecular e de carga elétrica destas
protelinas egtejanm refletindo diferentes padries de
glicosilacdo ou fosforilacdo. Uma diferenca no estado de
fosforilacdo poderia sugerir o envolvimentoc da protelna

reconhegida pelo nosso soro na transducdo de sinais do melio
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extracelular para © meio intracelular, como ocorre com os
receptores de superficie celular. No entanto, para elucidar
esta questdo € necesséria uma caracterizacdo bioguimica mais
detalhada desta proteina.

Em nosso trabalho, a presenca da proteina reconhecida
pelos anticorpos produzidos contra o peptideo
HVATKAPHHGPCRSSA na mewmbrana celular foi confirmada através
de ensaicos de imunofluorescéncia indireta em culturas
primarias de neurdnios de camundongos, estudadas com o
auxilio de microscédpio confocal. Estes experimentcos mostraram
um padrao de marcacdo nitidamente de membhrana plasmética. Da
mesma mangira, neurdnics com intensa positividade na membrana
celular foram observades nas rea¢des de imunoperoxidase,
realizadas em cortes de cérebro de camundongos e ratos. FE
importante lembrar gue, nestas reacdes imunochistoguimicas,
grande parte dos neurdnios positivos exibiu também marcagdo
no pericdrio e nos prolongamentos celulares. Isto esta de
acordo com O3 nossoes ensalios de Western blot, nos guals foil
possivel detectar a proteina de 60 kDa em extratos protéicos
totais e preparag¢des de proteinas citoplasméticas, € a
proteina de malor peso molecular [(63-66 kDa) em preparagdes
de membrana plasmidtica e, em menor quantidade, nes extratos
protéicos totais. Estes dados apoiam a teoria de qgue &
isoforma de 63-66 kDa funciona como um receptor para © PrP
{MARTINS e cols., submetido).

Segunde SHYNG ¢ cols. {1884), a internalizagdc do PxpP
ndo ¢é um processce exclusivo dos neurdniocs. Estes autores

demonstraram que células glials em cultura primaria expressam
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o Prp, internalizando~o também através das vesiculas
encapadas de clatrina. No presente trabalho nés pudemos
cbservar algumas células gliais positivas, em reacdes
imunohistoguimicas corm O Z0ro anti~HVATKAPHHGPCRSEA,
sugerindo gue estas também expressam a proteina de 60-66 kDa.

Diversas proteinas com capacidade de ligacdoc com PrPc e
com ¢ PrPsc j& foram descritas (CESCH e cols., 1990). Apesar
disto, nenhuma delas fol caracterizada como um receptor para
o PrP. Dentre as proteinas ligantes de PrP, a fnica
caracterizada até o momento & uma proteina de 45 kbha
denominada GFAP (proteina acidica glial fibrilar), componente
do citoesgueleto de astrdcitos (OESCH e cols., 19%0).
Recentemente, GOMI e cols. (1885) observaram que camundongos
gue naoc expressam  GFAP  apresentam um  desenvolvimento
aparentemente normal, sem alteracles no sistema nervoso
central. Estes autores inocularam estes mesmog animais com
PrPsc e detectaram alteragdes neurcldgicas semelhantes aocs
animais gue expressam normalmente GFAPR, demonstrando gue esta
proteina ndo participa da patogénese das doengas provocadas
pele PrP. A capacidade de ligagdo da proteina reconhecida
pelo soro anti-HVATKAPHHGPCRSSA ao PrPc foi demonstrada neste
trabalho através do experimentos de llilgagd3c in vitro, os
guals evidenciaram a interacgdo entre a lsoforma de 63-66 kba
com ¢ PrPc, Vale a pena ressaltar que, apesar de nossos
ensalos de ligacdo in vitro terem sido realizados com as
proteinas do extrato protéico total de cerebros de
camundoengos, a ligacdo ocorreu com a l1soforma de membrana,

presente em peqguena quantidade nestas preparag¢les.
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Todos ©s nossos experimentos de ligacdo in vifro com a
proteina de 60-66 kDa foram realizades com o PrPc, presents
nas frac¢des do extrato de cérebro de camundongo precipitadas
com 30% de sulfato de amdnio, e ndo com o PrPsc. Entretanto,
come a transformacdc do PrPc em PrPsc pode ocorrer na
superficie celular (CAUGHEY e RAYMOND, 1991; BORCHELT, e
cols., 1892) e grande parte dos depésitos de PrPsc ser
encentrada no cltoplasma {(TARABOULOS e cols., 1990: McKINLEY
e cols., 19981,; LASZLO e cols., 1992), pode-se especular que
O mesmoe receptor seja utlilizado para a entrada do PrPe e do
PrPsc nas celulas. 0s dados até o momente indicam que a
transformagdo do PrPc em PrPsc ocorre devido & conversdo de
regides do PrP ricas em alfa-hélices em estruturas beta-
pregueadas {GASSET e cols., 1992; PAN e colé., 1883} . Dentre
as regides da molécula do PrP envolvidas neste Drocesso,
inclue-se a seqgiidnela a partir da qual deduzimos © nesso
peptideo tedrico. Como salientado anteriormente, a segiiéncia
de amino acidos 105-122 do PrP humanoc parece ser essencial
para a swa endocitose, sendoc © nosso peptidec tedrico
deduzido a partir da fita de DNA complementar aguela gue
codifica este peptideo. Alteragdes conformacionals nesta
regldo do PrP {provavelmente a segliéncia reconhecida pelo
receptor) poderiam dificultar ocu até mesmo 1lmpedir a ligag¢do
entre o PrPsc e seu receptor. No entanto, como a conversdo do
PrPc em PrPsc envolve a formacdoc de dimeros PrPe~-PrPsc
{PRUSINER, 1989}, pode-se pensar na Iinternallizacgdc destes
dimeros via proteina de 60-66 kDa, logo apds a sua formacdo

na superficie neurcnal. Isto daria inicico & transformagdo em
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cadeia de outras moléculas de PrPc presentes no interior das
vesliculas de  endocitose e a produgdo dos acumulos
intracelulares de PrPsc.

A favor deste ponto de vista, TELLING & cols. (1395]
observaram gue camundongos transgénicos que expressavam PrpP
humano eram resistentes a infecgfio por PrPsc humance extraido
de paclentes portadores de CJD. No entanto, camundongos
transgénicos que expressavam somente ¢ PrP  humano (gue
tiveram © ¢gene gue codifica o PrP de camundongo inativado)
eram suscetivels & infecgdo. Estes autores sugeriram que o
PrPc destes camundongos estaria inibindoe de alguma forma a
transformagdo do PrPc humano em PrPsc, provavelmente através
da ligag¢do com uma terceira proteina, denominada por estes
autores de proteina X. A competigdo entre o PrPc de
camundongo €& o PrPc  humano por um receptor estaria
dificultando a infeccgdo pelo PrPsc humano.

A caracterizagdc de um receptor de superficie neurconal
para © prion pode vir a ser de grande importancia para o
diagndstico das doengas pridnicas e até mesmo para a
pravengdo dos acumulos intra e extracelulares de amildide.
Por exemplo, diferengas na expressdo do receptor durante o
desenvolvimento da doenga ou entre diferentes individuos
podem permitir o diagndstico preccoce; peptideos sintéticos ou
outras substincias podem atuar blogueando ©8 receptores,
impedindo ou diminuindce a velocidade de internalizagdo do

PrPsc e consegquentemente de formagdo das placas amildides.
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Distribuigdo da proteina de 60-66 XDa no cérebro de
canundongos e ratos

Através de  hibridizacdo in sirtu, varios autores
demonstraram quais regides do cérebro de roedores eRpPressam o
PrPc. Dentre estas, destacam-se as células de Purkinje do
cerebelo, o©s neurdnics do hipocampo, neccortex, medula
espinhal, ganglios periféricos e nervos, além de neurdnios do
epitélio olfatéric e da retina (KRETZCHMAR e cols., 1986;
MCKINLEY e cols., 1987}. Em cérebros de galinhas, os RNAs
mensageiros para © PrPc também foram detectados em varias
partes do sistema nerveso central, a partir do sexto dia de
vida intra-uterina, dentre as qguais incluem-se o telencéfalo,
hipocampo, télamo, hipotdlamo, c¢élulas de Purkinje do
cerebelc e medula espinhal. A distribuicd3c dos RNAs
mensagelros de PrP no sistema nervoso central de galinhas &
semelhante a distribuilcgdo da proteina PrP. Reagdes
imunchistoquimicas com um anticorpo monoclonal produzido
contra o©s residucs 213-224 do PrP mostraram intensa
positividade em varias regiées do cérebro, principalmente nas
células de Purkinje dco cerebelo (HARRIS e cols., 1993).

No presente trabalho, nds demonstramos que a proteina de
60~66 kDa estd distribuida de maneira similar nos cérebros de
camundongos e ratos adultos normals, principalmente no
cerebelo, hipocampo, talamo, formagdoc reticular, nacleo
clfatdrio e corpo caloso. As reagbes imunchistoguimicas foram
mais intensas nas células de Purkinje do cerebelo, as guals

foram praticamente todas positivas, e  nos neurdnios
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hipocampais. Um padrdo de marcagdo tipico de membrana celular
fol observado em alguns neurdnios do tdlamo. Este Padric de
distribuigdo da proteina de 60-66 kDa no cérebro coincide,
pelc menes em parte, com as dreas do cérebro que axpressam
normalmente o PrPc {células de Purkinje do cerebelo,
hipocampo e talamo)

Nossas reagles de Imunoperoxidase para a deteccde da
proteina de 60-66 kDa mostraram que ela estd presente em
regides do cérebro afetadas pelas doencas causadas por PrP em
animais de laboratdrio e no homem. Camundongos transgénicos
inoculados com diferentes amostras de PrPsc de hamsters
mostraram um padrdoc diferente de distribulgdo dos acimulos
intracerebrais de PrPsc, de acordo com amostra Iinoculada
(DeARMOND e cols., 1994). Por exemplo, quando os camundongos
transgénicos foram infectados com uma amostra de PrPsc de
hamster denominada Me7H houve a formacdo de depbsitos
amiléides no hipetélamo, enguanto gue os animals infectados
com as amostras Sc237 ou 139H mostraram actmulos de PrPsc no
talamo, hipcocampo e neocortex, Camundongos transgénicos gue
expressavam uma proteina PrP quimérica (PrP de camundongo com
cinco substituli¢des por residucs do PrP de hamster, nos
codons 108, 111, 138, 154 e 165} também foram facilmente
infectados pelo PrPsc de hamster Sc237. Estes animais
exibiram alteracdes espongiformes e actmulos de PrPsc no
hipocampo, dentre outras &dreas, mostrando a importancia da
seqgiibncia primaria de amino acidos na especificidade entre
espécies (SCOTT e cols., 1993). Nos pacilentes portadores de

G885, as placas amildides de Prp 330 encontradas
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principalmente no cerebelo {onde ocorre severa destruicdo das
células de Purkinje), no cértex cerebral, neocortex e
hipocampo, estando associadas & alterag¢des espongiformes,
morte neuronal e astrocitose (GHETTI e <cols., 1995). Em
paclentes com kuru ou CJD as placas amildides de PrP sio
detectadas guase que exclusivamente no cértex cerebelar,
enguanto que nos cascs de FFI ocorre destruicdc neuronal
restrita ao talamo (GAMBETTI e cols., 1995). KRETZSCHMAR e
cols. (18981} observaram, através de Imunohistoquimica, a
deposicdo de PrPsc na camadé granular do cerebelo de um
paciente com CJD. No presente trabalho a proteina de 60-66
kDa ndo Lol detectada nesta regido do cerebelo.

Segundo HASHIMOTO e cols. {1992) as placas amildlides de
PrP, presentes nas camadas molecular e granular do cerebelo
de paclentes portadores de CJD, s&¢c compostas tanto de Prp
27-30 como de PrPsc. Estes autores conseguiram detectar os
depdsitos de PrP com anticorpos produzides contra peptideos
sintéticos correspondentes as porgedes amino- ol carboxi-
terminal do PrP. Vale a pena lembrar gue 0% Dprimeiros 67
amine Aclidos da porcidce amino~terminal do PrPsc sdo perdidos
apbs protedlise, transformando-o em PrP 27-30.

Os resultados do presente trabalho mnmostraram gue a
expressdo da proteina de 60-66 kDa ocorre em estruturas do
cérebro que expressam o PrPc e gue podem estar envelvidas nas
doencgas provocadas por PrP (GRANER e cols., em preparagdo).
Estes dados, juntamente com a observacgdo de que a proteina de

60—-66 kDa & capaz de se ligar a moléculas de PrPc em ensaios
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in wvitro, sugerem a participacdc desta na patcogénese destas

doengas.

Participacio da laminina na formacido das placas
amildides de PrP

Nas reag¢des Imunohistoquimicas para evidenciacdoe de
laminina em cortes histolégices de cérebro de camundongos e
ratos pudemos observar intensa positividade nas células de
Purkinje de cerebelo e nos neurdnios do hipocampo, regides do
cerebro que tampém expressam a proteina de 60-66 kDa. Estes
resultados estio de acorde com YAMAMOTO e cols. (1988) que,
estudando a distribuicdo de laminina no cérebro de ratos,
foram capazes de detectd-la nestas mesmas dreas. A expressdoc
gimultanea de laminina e da proteina de 60-66 kba pelos
neurdnios do cerebelo ¢ do hipocampo nos levou a especular a
possivel participagidoe da laminina na formacdo e deposicdo do
amildide de PrP. Nossos experimentos de ligacéo in vitro,
realizados com  PrPsc purificado marcado com  iodoe 125,
mostraram claramente que ocorre uma interacdc entre o PrPsc e
a laminina,

Componentes de membrana basal, come proteoglicano
heparan sulfato e laminina sac detectados no tecido nervoso
principalmente nas fases de desenvelvimento ou em &reas de
indtdrias (GIFTOCHRISTOS e c¢ols., 1988; HERKEN e cols.,
1990;). Estd bem estabelecido gue varias proteinas de matriz

extracelular fazem parte da composicdo dos depdsitos
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amiléides encont rados na doenga de Alzheimer, comoe
proteoglicano heparan sulfato, laminina, coldgeno tipo IV e
fibronectina (HOWARD e PILKINGTON, 1980; PERLMUTTER e cols.,
1981, . Nos depésitoé amiléides das doengas causadas por PrP,
além de PrPsc, 3Ja fol detectado proteoglicano heparan sulfato
{SNOW e cols., 1989). NARINDRASQRASAK e cols. (19492}
demonstraram gue a laminina é capaz de se ligar & membros da
familia APP (“B~amyloid precursor protein”), um grupoe de
proteinas transmembranicas precursoras do amildide da doenca
de Alzheimer, encontradas no cérebro e também em outros
tecidos. Segunde estes autores, a laminina se liga com alta
afinidade aos APPs 695, 751 e 770. KIRBEY e cols. (1993}
demonstraram gue a segiéncla de amino acidos IKVAV, presente
no brago longe da cadeia A da molécula de laminina, € capaz
de se ligar ac APP. O peptideo IKVAV & capaz de estimular o
crescimento de neuritos, induz a formagdo de metistases,
aestimula a gintese de colagenase e a ativagdoc do
plasminogénio, aumenta a vascularizacgdo tumoral e estimula a
anglogénese in vitro (KIBBEY e cols., 1983).

Os resultados do presente trabalho mostraram a co-
localizagdo da proteina de 60-66 kDa e de laminina em
neurdnics do cerebelo e do hipccampo, regides do cérebro
afetadas durante as doencas causadas por PrP. A interagdoc
entre a laminina e o PrPsc também ficou evidente, sugerindo a
participacdo desta proteina de matriz extracelular na
formacdc e deposiclo das placas amildides de PrP. Para
verificar se esta interacdo ocorre in vivo, estamos iniciando

um estudo imunchistoguimico em cortes de cérebro coletado de



104

pacientes que morreram de CJID, com objetivo de detectar
laminina nos depdsitos amildéides de PrP.

Concluindo, neste trabalho ndés caracterizamos uma
proteina de 60-66 kDa presente em células do sistema nervoso
central de camundongos, ratos e também om  células de
neuroblastoma de camundongo em cultura, através da teoria da
hidropaticidade complementar dos amino &cidos. Esta proteina
es3td presente na membrana plasmatica de neurdnics e & capaz
de se ligar especificamente ao PrPc em experimentos in vitro,
sugerindo fortemente um papel de receptor para o PrP. Através
das reacdes imunohistogquimicas, demonstramos gue & proteina
de 60~-66 kDa ¢ encontrada naé mesmas Aareas do cérebro que
expressam © PrP e que s8c afetadas durante as doengas
provocadas por PrPsc, em animals de laboratério e no homem.
Finalmente, fol demcnstrada a capacidade de interag¢do entre a
glicoproteina de membrana basal laminina e o PrPsc, fato que

aponta a participacdo desta na formag¢do do amildide de PrP.
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CONCLUSORS

1) Este Lrabalho identifica uma  proteina de 60-6¢ kba,
reconhecida peloc soro produzido contra um peptideoc tedrico
deduzido a partir da fita de DNA complementar ac gene qgue
codifica o prion, presente na Superficie de neurénios e de
células gliais e com  cCapacidade de ligacdo ao Prpe in
Vitro, indicando um possivel papel de receptor celular para

© prion,

2} As reacdes imunohistoguimicas mostraram a proteina de
60~-66 kDa Drincipalmente no hipocampo, tdlamo e cerebelo de
camundongos e de ratos, regides do cerebro freqglientemente
afetadas pelas doencas causadas POr prions no homem e em
cutros animais, sugerindo a sua participacio na patogénese

deste fipo de doernca neurodegenerativa,

3} O PrPsc é capaz de se ligar & laminina, que eosts
presente nas mesmas areas do cérebro de camundongos e de
ratos que expressam a proteina de 60~66 kDa, > que indica a
Sua participacgdc na formacgo e deposicdo das placas de

amildide de prion.
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SUMMARY

Prions are slow infectiocus pathogens which cause transmissible
neurodegenerative diseases in both humans (kuru, Creutzfeldt-
Jackob disease, Gerstmann~Straussler-Scheinker syndrome and
familial fatal insomnia) and animals (scrapie, bovine spongiform
encephalopaty, transmissible mink encephalopaty and chronic
wasting disease]. The infectious prion protein (PrPsc) is an
isoform of a cell membrane glycoprotein (PrPc) with unknown
function. PrPsc probably induces conformational changes in PrPe
resulting 1In intra and extracellular deposition of insoluble
proteinacecus material. This material contains both protease
resistant PrP (PrP 27-30}) and PrPsc, shows amylold properties
{Congo red staining and birefringence under polarization
microscopy) and induces vacuolar degeneration of the brain
(PRUSINER, 1991).

In this work we demonstrated the existence c¢f a 60-66 kDa
neuron surface protein that binds prions in vitro, using the
complementary hydropathy concept (BLALOCK e SMITH, 1984). This
protein.was detected In mouse and rat brain, by ilmmuncperoxidase
rechnigue, in the thalamus, hippocampus and Purkinje cells of the
cerebellum, regions of the brain where PrPsc accumulates in prion
diseases both infectious or l1nherited. This fact suggests a role
for the 60-66 kDa protein in the pathogenesis of prion diseases.
The same regions of the brain were strongly positive for the
basement membrane glycoprotein laminin. In addition, we
demonstrated that purified PrPsc binds to nondenaturated laminin
in ligand blot assays.

Qur results suggest that the 60-66 kDa cell surface protein
can play a role in the prion internalization and that laminin

possibly mediates the PrP amyloid formaticn and deposition.

Key words: neurodegenerative diseases, neuroreceptors.
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