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RESUMO

A convers3o da proteina do prion celular (PrP€), com alto contetido de a-hélice,
em uma estrutura com maior contetudo de folhas-3, a PrPsc, é um passo critico para o
desenvolvimento das doencgas por prion. Além dessa diferenca estrutural, a PrP* é
pouco soluvel em solventes aquosos, sendo encontrada em agregados no SNC. A PrP
tem 6 sitios de ligacdo a cobre, com isso, essa proteina pode estar envolvida no
metabolismo de cobre no SNC. Quatro sitios estao localizados no dominio octarepeat e
dois sitios estdo fora do dominio octarepeat, a His-96 e a His-111. Nessa dissertacao,
nos investigamos o efeito do cu* na agregacdo e na estrutura da proteina do prion
recombinante inteira (PrP"") e de peptideos derivados dessa proteina contendo um
(PrP*®1) '3 ou 4 (dominios octarepeats) sitios de ligagio a cobre através de técnicas
espectroscopicas. Além disso, avaliamos também o efeito do DNA, um ligante da PrP
previamente caracterizado, nesse sistema. Os resultados obtidos demonstram que o
Cu®" afeta diretamente a estrutura da PrP e dos peptideos de maneira especifica, uma
vez que outros ions divalentes (Zn**, Mn** e Mg?*) n3o apresentaram o mesmo efeito.
Caracterizamos também, pela primeira vez, a alteracdo estrutural da PrP e dos
peptideos na presenca de Cu?* e DNA e nossos resultados mostraram que ambos
ligantes tem capacidade de interacdo mesmo na presenca do outro e que essa
interacdo ndo parecer ser competitiva. Outro ponto relevante, no que tange a
alteracdo estrutural dos modelos utilizados, foi que o DNA e Cu®" geraram diferentes
alteracdes estruturais. Além disso, temos fortes evidéncias de que em pH 5,0, o Cu®*
se liga ao peptideo PrP%®1 devido aos seus efeitos na estrutura e agregacao desse
peptideo. Nossos resultados também demonstraram um papel dual do Cu®" na
agregacao: a inibicao da agregacao do Prp1% ¢ o estimulo da agregacdo da PrP"";
assim como o Cu®*, o DNA também apresentou o mesmo efeito, porém os agregados
formados apresentaram morfologia e tamanhos diferentes e, na presenga dos dois
ligantes, nés podemos observar uma populagao mista. Outra diferenca observada
entre o Cu** e o DNA no efeito sobre a PrP"" foi a formagdo de uma espécie com maior
resisténcia a digestdo por proteinase K (PK) pelo DNA. Podemos observar também que
a interagao entre o Cu®" e o dominio octarepeat é dependente do pH, sendo o pH 6,5
qgue apresenta a melhor afinidade na faixa estudada e, em pH 5,0, a interacdo com o
DNA promoveu maior alteragdo estrutural nesses dominios. Podemos concluir que a
PrP pode interagir com diferentes ligantes sem prejuizo ao efeito de cada um na
conversdo estrutural e na agregacdo. Todos os resultados demonstram que o DNA
pode ser uma molécula adjuvante para a conversao estrutural mesmo na presenca de
cobre que é um ligante fisiolégico. Esses resultados nos fornecem novas perspectivas
para o papel de Cu®* e DNA na convers3o estrutural e na agregacao da PrP que sdao os
eventos criticos que levam a neurodegeneracao.
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ABSTRACT

The conversion of cellular prion protein (PrP) with high content of a-helix
structure to a structure with a higher content of [3-sheets, the PrPSC, is a critical step for
the development of prion diseases. Beyond this structural difference, PrP* is more
insoluble and is found in aggregates in the CNS. PrP has six copper binding sites, thus,
this protein may be involved in copper metabolism in the CNS. Four sites are located in
octarepeat domain and two sites are outside of the octarepeat domain, His-96 and His-
111. In this dissertation, we investigate the effect of Cu®* on the aggregation and in the
structure of the recombinant native prion protein (PrP"") and peptides derived from
this protein containing one (PrP’®*°), 3 or 4 (octarepeats domains) binding sites
through spectroscopic techniques. In addition, we also evaluate the effect of DNA, a
previously characterized ligand of PrP in this system. These results show that Cu?*
directly affects the structure of PrP and of peptides and with specificity, since other
divalent ions (Zn®*, Mn®" and Mg®) did not have the same effect. We also
characterized for the first time, the structural change of PrP and peptides in the
presence of Cu** and DNA and our results showed that both ligands have the capacity
to interact even in the presence of the other and this interaction does not appear to be
competitive. Another important point, regarding the structural change of the models
used was that DNA and Cu®" binding lead to different conformations. In addition, we
have strong evidence that at pH 5.0, Cu®* binds to the peptide PrP***° due to its
effects on the structure and in the aggregation of this peptide. Our results also
demonstrated a dual role of Cu?* on aggregation: Cu®* can inhibit the aggregation of
PrP!%%1 and stimulate the aggregation of PrP"'"; as well as Cu®*, DNA also generated
the same effect, but the aggregates formed presented different morphology and sizes
andin the presence of both ligands we observed a mixed population. Another
difference observed between Cu?* and DNA binding by PrP"" was the formation of
species with highest resistance to digestion by proteinase K (PK) by DNA. We also
noted that the interaction between Cu®* and octarepeat domains is dependent of pH,
and pH 6.5 that has the best affinity in the range studied and at pH 5.0, the interaction
with DNA promoted greater structural change in these domains. We conclude that PrP
can interact with both copper and DNA at the same time resulting in structural
changes and aggregation. All results show that a DNA molecule can be an adjuvant to
structural conversion even in the presence of copper that is a physiological ligand of
PrP. These results provide new insights into the role of Cu®* and DNA in the structural
conversion and aggregation of PrP, that are critical events leading to
neurodegeneration.



1. INTRODUCAO

O prion é um agente infeccioso que causa um grupo de doencgas
neurodegenerativas, invariavelmente fatais, denominadas encefalopatias
espongiformes transmissiveis (EETs). Este grupo de doencas foi denominado EET
porque podem ser transmitidas para humanos e animais (Tabela 1) e, além disso, a
neurodegeneragdo na forma de vacuolos é uma das caracteristicas neuropatoldgicas
mais marcantes destas doencas, podendo ocorrer também aciumulo de agregados
amiloides (PRUSINER, 1998; AGuzzI & POLYMENIDOU, 2004; WEISSMANN, 2004).

As EETs sdo causadas por alteragdes na conformagdo da proteina prion celular
(PrP%) (PRUSINER, 1982), que, em condicBes normais, n3o é patogénica, em uma forma
patogénica denominada PrP scrapie (PrP>) (CAUGHEY & CHESEBRO, 2001). Essa transicdo
estrutural vem acompanhada de profundas mudancgas nas propriedades da PrP que
serdo discutidas mais a frente. Ndo existe atualmente diagndstico conclusivo ndo
invasivo e ainda ndo ha terapia curativa e/ou sintomatica para estas doencgas (CASHMAN
& CAUGHEY, 2004).

A descoberta do carater infeccioso da proteina do prion e toda histdria em
torno da identificagdo da natureza proteica do agente envolvido nas EETs foi tao
importante e marcante para a ciéncia que levou a premiacado de dois pesquisadores, D.
Carleton Gajdusek (1976) e Stanley B. Prusiner (1997) que receberam o prémio Nobel

por pesquisas nessa area.



Tabela 1 - Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis.

Doenca | Hospedeiro | Ano* | Etiologia Frequéncia
Esporddica
Doenca de Conversao esporadica
Creutzfeldt-Jakob Humanos 1920 da PrP 85%
Origem genética
Doenga de ~
Creutzfeldt-Jakob Humanos 1920 Mutagbes no gene da
familiar Pre
Doenga de Mutagdes no gene da 10 a 15%
Gerstmann- Humanos 1928 Prp
Straussler_Scheinker
Ins6nia Familiar HuUManos 1986 Mutac¢des no gene da
Fatal PrP
Adquirida
Infecgdo apds a
exposicao iatrogénica a
prions humanos a partir
de contato médico com | <5% (maioria
Doenga de hormonios pituitarios dos pacientes
Creutzfeldt-Jakob Humanos 1980 | derivados de cadaveres nos EUA,
iatrogénica humanos, extratos Reino Unido
teciduais ou e Japdo)
instrumentos
neurocirurgicos
contaminados
Ocorreu em
Kuru HuUManos 1957 .Infe.cgéo através d(? L!ma pequena
rituais e antropofagia area da Nova
Guiné
Maioria no
Reino Unido
Doenca de Infec¢do provavelmente ( Fléc:]);::a
Creutzfeldt-Jakob Humanos 1995 pela ingestdo de carne .
./ . . pacientes
variavel bovina contaminada S
individuais
em varios
outros paises
Encefalopatia Ihfecgéf) atravésNde
Espongiforme Bovinos 1986 ingestdo de ragao
Bovina cpntgndo restgs de i
animais contaminados
Encefalopatia . Infecgdo de origem
. . Felinos 1990 .
Espongiforme Felina desconhecida
Tabela adaptada (WECHSELBERGER E COLS., 2002). *Se refere ao ano no qual a doenca foi

primeiramente identificada.




Alids, o termo prion sé foi cunhado em 1982 por Prusiner e deriva da expressao
em inglés ‘proteinaceous infectious particle’. O conceito de prion, por definicdo,
caracteriza uma particula proteica infecciosa que ndo apresenta evidéncias de conter
acidos nucleicos, por ser resistente a inativagdo por radiagdo ultravioleta (ALPER E COLS.,
1967; EKERT E coLs., 1970; GiBBS E cOLS., 1978), mas sensivel a agentes que modificam
proteinas, como proteases, fenol e dodecilsulfato de sddio (PRUSINER, 1982).

A patogénese dessas doencas é complexa e estas apresentam diferentes
etiologias podendo ser categorizadas em esporadicas, onde a alteracdo da PrP® em
PrP>° ocorre sem mutacdo genética e nenhuma fonte de transmiss3o é identificada;
hereditaria, que ocorre por mutac¢ées individuais no gene PRNP que codifica a PrP em
humanos; e adquirida ou infecciosa que provém do contato com material contaminado
com a PrP> (PRUSINER, 1998) (Tabela 1).

As doengas por prions envolvem tanto o mau enovelamento proteico e
também a transferéncia de informacdo envolvendo apenas proteinas, sem a presenca
de um acido nucleico carreador de informagao genética. Este segundo ponto é a base
fundamental da hipotese protein-only (PRUSINER, 1998). As doencgas por prions se
caracterizam pela agregacdo e deposicdo de proteinas mal enoveladas no sistema
nervoso central; este € um mecanismo comum a varias doengas neurodegenerativas
gue apresentam etiologia e progressao diferentes, como a doenca de Alzheimer e a
doenga de Parkinson, que sao doengas altamente prevalentes na populagao idosa
(CHIm & DoBsoN, 2006). Todas essas doencas sdo incuraveis e de causas nao
completamente elucidadas. O que torna as EETs Unicas dentre as varias doencas

neurodegenerativas causadas por alteragbes conformacionais é o seu carater



infeccioso, ou seja, inoculando-se macerado de cérebro de um animal portador de EET
em um animal sadio, este ultimo desenvolverd a doenca (CHANDLER E cOLS., 1961;
GAIDUSEK E COLS., 1968).

As EETs humanas incluem o kuru, a doenca de Creutzfeldt-Jakob (DCJ), a Insbnia
Familiar Fatal (FFI) e a sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS). Em animais,
temos principalmente o scrapie que acomete ovelhas, a encefalopatia espongiforme
bovina (EEB) e a doenca crénica devastante em cervideos (WELLS E coLs., 1987). A DCJ
pode ser esporadica (DClJs), familiar (DCJf) e adquirida através de fontes iatrogénicas
(DClJi) ou pela ingestdo de carne de vaca contaminada (DCJv). As manifestacdes clinicas
das doencas por prion em humanos incluem geralmente deméncia, ataxia (disturbios
na locomogdo), insbnia, paraplegia, mioclonia (contracdo involuntaria muscular)
parestesia (altera¢Oes na sensibilidade) e comportamento alterado (WiLL, 1999). J4 as
doencas em animais, como o scrapie e a EEB, sdo geralmente manifestadas como
doencgas que afetam a locomocdo (doencas ataxicas) (WELLS E coLs., 1987). Em todas
essas desordens observa-se degeneracdo espongiforme (micro-vacuolizacdo) (Figura 1)
e gliose astrocitica (crescimento anormal dos astrdcitos) do sistema nervoso central,
quando examinado ao microscopio Optico (ZLOTNIK & STAmP, 1961). Das doencas
animais, apenas a EEB foi comprovadamente transmitida para humanos, resultando na

DCJv (SEJVAR E coLs., 2008).



Figura 1: Caracteristicas histopatoldégicas das doengas por prion. As doengas por prion sdo
caracterizadas pelo acimulo difuso de agregados insoluveis da proteina prion celular (PrPC) enovelada
na conformagdo anormal (PrP>) no cérebro. (a) Anélise imunohistolégica do cortex cerebral de um
paciente infectado com a doenga de prion, marcado com anticorpo especifico para a PrP. (b) Corte
histolégico da regido cortical de cérebro humano corado por hematoxilina-eosina (HE) evidenciando a
neurodegeneragdo em forma de vacuolos (espongiose), outra caracteristica marcante desta patologia.

(Retirado de (AGuzzi & O'CONNOR, 2010)).

Além disso, de acordo com a Organizacdao Mundial de Saude, entre os anos de
1996 e 2002, cerca de 200.000 casos de EEB foram registrados na Gra-Bretanha,
levando a morte de centenas de rebanhos e grandes danos a economia européia no
final da década de 1980. A partir da descricao da doenga de Creutzfeldt-Jakob variante
(DCJv) em humanos, em 1995, mais de 200 casos ja foram notificados na Inglaterra,
Franga, Irlanda, Italia e EUA (OMS, site oficial: www.who.int).

A primeira doenga por prion foi reportada em 1750 no Reino Unido por Johann
George Leopoldt, que documentou scrapie em ovelhas. Na época se considerou que
animais que apresentassem sintomas de coceira, perda de apetite e fraqueza,
deveriam ser afastados dos outros animais, pois a doencga era contagiosa. Creutzfeldt e
Jakob em 1920-21 realizaram a primeira descricdo da doenca e estudos de
transmissibilidade cérebro a cérebro em ovelhas foram realizados por Cuille e

colaboradores em 1939 (CuiLLE & CHELLE, 1939).



No inicio do século XX, foram relatados os primeiros casos da doenca de
Creutzfeldt-Jakob em humanos (crReuTzreLDT, 1920; JAakoB, 1921; revisto em AGuzzl &
PoLYMENIDOU, 2004). Em 1950, o kuru foi descrito em tribos da Papua Nova Guiné,
sendo classificado como uma EET, apds a observacdo de veterindrios sobre a
semelhancga entre o scrapie e a doenca. A incidéncia teve uma drdstica queda apds a
suspensdao dos rituais canibalisticos praticados por este grupo étnico.
Independentemente da origem, todas as EETs (Tabela 1) foram atribuidas a um mesmo
agente infeccioso relacionado a mudangas conformacionais em uma proteina
constitutiva, conhecida como proteina do prion (PrP).

A proteina do prion na sua forma celular (PrP%) é um constituinte normal da
membrana de células de mamiferos, sendo expressa principalmente no sistema
nervoso central, no tecido linfatico e em juncdes neuromusculares. A PrP¢ madura é
formada por 209 residuos de aminoacidos e se encontra ancorada a membrana celular
por uma ancora de glicosil fosfatidil inositol (GPl) através de sua porc¢do carboxi-
terminal. O dominio C-terminal apresenta uma estrutura globular rica em a-hélices,
enquanto o dominio amino-terminal ndo apresenta estrutura definida (Figura 2). Esta
proteina sofre glicosilagdo em dois residuos de asparagina (Aspl81 e 197 na PrP
humana) e é encontrada nas formas nao-glicosilada, mono-glicosilada ou di-glicosilada
in vivo (STAHLE coLs., 1987; PRUSINER, 1998).

A PrP® humana contém um peptideo sinal (1-22), um dominio hidrofébico
altamente conservado (106-126), 3 a-hélices (compreendidas entre os residuos: 144-
154, 173-194 e 200-228), 2 folhas-3 anti-paralelas (compreendida entre os residuos:

128-131 e 161-164) (Liu E coLs., 1999) e uma sequéncia sinal para a ancora de GPI (231-



254). O dominio desenovelado inclui o dominio octarepeat, ou regido octamérica, que
contém de 4 a 5 repeticGes de uma sequéncia de oito residuos de aminodacidos que liga
cobre fisiologicamente (BROWN E coLS., 1997; VILES E coLS., 1999). Além deste dominio, os
residuos de histidina 96 e 111 também foram identificados como ligantes de Cu®* fora

da regido octamérica (WALTER E coLS., 2009).

—
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Figura 2: Esquema da estrutura primaria da proteina humana do prion. A proteina madura do prion
humano consiste dos residuos 23 a 231. Representado em azul e rosa estd o dominio C-terminal
estruturado e, em verde e amarelo, o dominio N-terminal desestruturado. Em rosa, temos a
representacdo das estruturas em a-hélice e, em vermelho, folhas-3. Estd em destaque, em amarelo, o
dominio octarepeat dos residuos 51 a 91 e, em vinho estdo representados os pontos de ligagdo com ions

divalentes.

A estrutura e sequéncia de aminoacidos da PrP de mamiferos é muito
conservada (SCHATZL E coLs., 1995; ZAHN E coLs., 2000), sendo as variacGes existentes
entre as espécies relacionadas a barreira de espécies do prion (TELLING E coOLS., 1995;

BILLETER E coOLS., 1997; JAMES E coLs., 1997) e ao sistema imune (KORTH E coLs., 1997). A



comparacdo entre as sequéncias primarias da PrP humana, da PrP de hamster sirio e

da PrP de camundongo estao demonstradas na figura 3.
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Figura 3: Alinhamento das sequéncias primarias da PrP humana (gi:13879449) (linha superior) da PrP
de camundongo (gi:119489920) (linha do meio) e da PrP de hamster sirio (gi:18490397) (linha
inferior). Alinhamento dos residuos 1 a 254 realizado com o programa online CLUSTALW 2.1 Multiple
Sequence Alignments. *indica posicdo que contém um residuo conservado; :residuos que apresentam
propriedades similares; .propriedades parcialmente similares.

As trés sequéncias sdo altamente homodlogas o que é interessante para o nosso
trabalho, uma vez que iremos utilizar dominios provenientes tanto da PrP de

camundongo, quanto da PrP de hamster sirio. Quando a estrutura da PrP humana é

comparada com as estruturas da PrP de camundongo (RIEK E coLS., 1997) e de hamster



sirio (DONNE E coLs., 1997; Liu E coLs., 1999), o comprimento da hélice 3 coincide mais
com o da PrP de hamster (ShaPrP), enquanto que a volta 167-171 é compartilhada com

a PrP murina (mPrP).

1.1 Patogénese das doengas por prion

A alteracdo conformacional da PrP%, que é um dos fatores determinantes para a
ocorréncia das EETs, ocorre, na maioria dos casos (85%), sem alteracdes no gene PRNP
(PAN E coLs., 1993). Sendo assim, as EETs podem ser classificadas como doencas
conformacionais. Outro ponto que desperta grande interesse é o fato do agente
infeccioso (o prion) consistir em uma proteina parcialmente enovelada. Além disso, o
carater infeccioso é Unico — o prion patogénico em contato com prion celular tem a
capacidade de modificar a PrP%, convertendo-a na forma alterada, que apresenta
caracteristicas tdxicas para os neurdnios e promove a formagdo de agregados
proteicos (Prusiner, 1982). A PrP¢ é convertida em PrP>® através de um processo pos-
traducdo, no qual parte de sua estrutura em a-hélice e o entorno é re-enovelada em
folhas-[3 (CAUGHEY E coLs., 1991; PAN E coLs., 1993). Esta conversdo estrutural ocorre com
substancial mudanga no contelddo de estrutura secunddaria da proteina e sem a
presenca de modificacdes covalentes pds-traducdo (CHANDLER E cOLS., 1961; CHITI &
DoBSON, 2006). A PrP* se apresenta como um oligdmero insoldvel, que possui
resisténcia parcial a digestdo por proteases e pode formar agregados amorfos e
amiloides (PRUSINER, 1998; Acuzzl & PoOLYMENIDOU, 2004; ToyamMA & WEISSMAN, 2011).
Amiloides sdo agregados proteicos fibrilares altamente organizados, revelados pelos

corantes vermelho do Congo e tioflavina T e apresentam uma estrutura secundaria rica
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em folhas-[3 cruzadas, independente da estrutura nativa da proteina que gerou a fibra
(ROCHET & LANSBURY, 2000).

As principais diferencas entre a PrP€ e PrP*° estdo demonstradas na figura 4.

C Sc
PrP PrP
Barreira
energética

a-hélice Folha-p

PrF:C - Prpsc—
proteina do Tratamento com proteinado
prion celular Proteinase K prion scrapie

/ \. %
Sensivel Resistente llll
Soluvel— Nao agrega Formaagregados

Figura 4: Proteina do prion celular e scrapie. A proteina do prion na sua configuracdo nativa é
designada PrPS. A forma scrapie (PrPsc) esta ligada a doencga. As cadeias polipeptidicas da PrP¢ e PrP* sdo
idénticas na sua composicdo mas apresentam estruturas tridimensionais diferentes. A PrP¢ tem
estrutura predominante em a-hélices (voltas azuis), ndo forma agregados e é degradada por proteinase
K. A estrutura secundéria da PrP> é abundante em folhas-f3 (folhas vermelhas) e esta é resistente a

digestdo por proteinase K e apresenta propensdo a agregar. Figura adaptada de (VENNETI, 2010).

Embora as estruturas secundarias da PrP® e PrP*° tenham sido determinadas
por estudos espectroscépicos (GASSET E coLs., 1992; PAN E coLs., 1993) e ja se tenha
estruturas tridimensionais obtidas por ressondncia magnética nuclear (RMN) para a

PrP® de diversos mamiferos (ZAHN E coLs., 2000), ndo existem estruturas em alta



11

resolucao disponiveis para a PrP>° soltvel. Recentemente foi publicada informacao
sobre a organizacdo de agregados ordenados da PrP de hamster sirio, por ressonancia
magnética em estado solido (Tvcko E cols., 2010). Além disso, existem estruturas
propostas para a PrP*° obtidas por modelagem molecular. Estes estudos sugerem que
a formacdo da isoforma causadora da doenca (PrPSC) envolve o reenovelamento em
folhas-[3 dos residuos presentes na regido 90 a 140 (HUANG E coLs., 1996). Um modelo
mais recente utilizou a regido flexivel da proteina do prion (residuos 89 a 175), onde
foi verificado que esta regido pode assumir um enovelamento em hélices-[3 (GOVAERTS E

coLs., 2004).

1.2 Proteina do prion — Papel Fisiologico

Diversos estudos ja foram realizados com a PrP, mas sua funcdo fisiologica
ainda ndo foi elucidada. A observacdo de que camundongos que ndo expressam a Prp°
apresentam pouca ou nenhuma alteracdo fenotipica (BUELER E coLs., 1993) dificultou o
esclarecimento da fisiologia desta proteina. Este resultado também foi surpreendente
na época, uma vez que a PrP® é encontrada em uma grande variedade de espécies
(AGuzzi E coLs., 2008), devendo, portanto, desempenhar um papel fisioldgico essencial.
Entretanto, muitos achados sugerem que essa proteina esta envolvida em diversos
processos celulares e fisioldgicos nos sistemas nervoso e imune, érgaos linféides, e no
desenvolvimento embrionario, assim como em outros 6rgados (CAUGHEY & BARON, 2006;
ISAACS E coLS., 2006; WESTERGARD E COLS., 2007; CAETANO E coLs., 2008; KovAcs & BUDKA,
2008). Foi verificado também que a PrP® se liga a diversas macromoléculas bioldgicas e

sugere-se que estas interacdes podem estar relacionadas com sua funcdo ou
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patogénese (LINDEN E cOLS., 2008; BROWN, 2010; MEHRPOUR & CODOGNO, 2010; SILVA E COLS.,
2010).

Uma caracteristica interessante desta proteina é a presenca de repeticdes de
uma determinada seqiiéncia de oito residuos de aminoacidos (PHGGGWGQ) na sua
regido N-terminal, entre os residuos 51 a 91 (VILES E coLs., 1999). Esta regido, conhecida
como dominio octarepeat ou dominio octamérico é altamente conservada e liga cobre
fisiologicamente (BROWN E coLs., 1997; VILES E coLs., 1999), sendo esse o ligante mais
estudado da PrP®. Sugere-se que esta ligacdo esteja relacionada a funcdo fisioldgica
hipotética da PrP (LINDEN E coLs., 2008; BROwN, 2010). A ligacdo do cobre pela PrP pode
estar relacionada a um papel neuroprotetor desempenhado por esta proteina, com a
regulacdo do estresse celular (STEVENS E cOLS., 2009).

Embora muitos esforcos estejam sendo realizados para elucidar o papel
fisiologico da PrPS, sua funcdo especifica n3o estd firmemente estabelecida. Muitos
parceiros biolégicos para a PrP foram identificados e podem estar envolvidos em sua
funcdo. Com base nos dados atualmente disponiveis, sugere-se que a PrP se associe a
uma proteina transmembrana para transferir um sinal extracelular para o espaco
intracelular, devido a presenga da ancora de GPI, indicando que a PrP pode funcionar
como uma proteina acessoéria (AGuzzi E coLs., 2008; LINDEN E coLs., 2008). Além dos
eventos de sinalizacdo celular ja citados acima, muitos estudos sugerem que a PrP©
esta envolvida no transporte e metabolismo de cobre (PAuLY & HARRIS, 1998; MARTINS E
coLs., 2002; MILLHAUSER, 2007; NADAL E coLs., 2009; BRowN, 2010). Uma proposta
integrativa para as fun¢des desempenhadas pela PrP é que esta proteina atue como

um alicerce na superficie celular, permitindo a interacdo e aproximacdo de diversas
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moléculas sinalizadoras. Sendo assim, sua interacdo seletiva com diversos ligantes
permite que vias de sinalizagao transmembrana sejam ativadas, levando a diversos
efeitos fisioldgicos, como diferenciacdo e desenvolvimento neuronal (LINDEN E COLS.,

2008).

1.3 Proteina do prion e cobre

O ligante mais estudado da proteina do prion é o cobre. Essa proteina liga ions
cobre fisiologicamente através do seu dominio N-terminal flexivel que inclui o dominio
octarepeat (BROWN E coLs., 1997; VILES E coLs., 1999). Sugere-se que esta ligacdo esteja
relacionada a func3o fisioldgica putativa da PrP¢ (MILLHAUSER, 2007; DAVIES & BROWN,
2008; LINDEN E coLs., 2008).

O cobre é um elemento traco essencial para organismos vivos que participa de
diversos aspectos do metabolismo, incluindo a fosforilacdao oxidativa na mitocondria, a
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, a sintese e degradacdo de
neurotransmissores, formacdo de pigmento, sintese de tecido conjuntivo e
metabolismo de ferro (PENA E coLs., 1999; WAGGONER E coLS., 1999). No corpo humano, o
cobre é encontrado em quantidades relativamente altas: um adulto saudavel de 70 kg
contém cerca de 110 mg de cobre, 46 mg no esqueleto e medula dssea, 26 mg no
musculo esquelético, 10 mg no figado, 8,8 mg no cérebro e 6 mg no sangue (LINDER &
HAZEGH-AzAM, 1996). Apenas 108 M desses ions estdo livres no organismo, ou seja,
sem estar ligado a uma proteina carreadora ou a aminodcidos. Isto significa menos de
1 cobre (um atomo de cobre) livre por célula (VALENTINE & GRALLA, 1997). A absorg¢do de

cobre se da no estdbmago, no duodeno e no intestino delgado (LINDER & HAZEGH-AZAM,
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1996). O cobre é essencial para o metabolismo cerebral, servindo como um co-fator
para as proteinas superoxido dismutase, dopamina-f3-hidroxilase, proteina precursora
amiloide, ceruloplasmina, metaloproteinas e outras essenciais para a fungao normal do
cérebro. Muitos cations divalentes presentes na dieta atuam competitivamente na
absorcdo intestinal de cobre (WAPNIR, 1998). Apesar dos mecanismos da homeostase
do cobre ainda ndao estarem completamente esclarecidos, diversos achados sobre o
metabolismo do cobre ja foram publicados cerca de 80 anos apds a descoberta de seu
papel no metabolismo humano. A necessidade de cobre em adultos geralmente é
relatada como 1 mg por dia. O valor de referéncia para o cobre em 4gua para uso
humano é 2 mg/L (WHO directivas World Health Organization, Guidelines for Drinking-
Water Quality: Incorporating First Addendum. Vol. 1, Recommendations, 3rd ed.,
Geneva, 2008.). As principais fontes alimentares de cobre sdo chocolate, figado,
crustdceos, marisco, vegetais verdes, frutas secas e castanhas.

O cobre é um metal de transicdo caracterizado por um baixo potencial redox
entre Cu’" e Cu" que reflete a sua capacidade de troca de elétrons com outros
compostos quimicos. A funcdo bioldgica do cobre deriva principalmente dessa aptidao
para alternar entre suas formas oxidada e reduzida. Por esta razao, o cobre é utilizado
por um grande numero de enzimas, aproximadamente mais de 300 em seres
humanos, envolvidas nas reacdes oxidativas. O cobre circulante existe na forma
complexada, sendo as principais moléculas carreadoras a ceruloplasmina e a albumina.
A ceruloplasmina é responsdavel por quelar de 70 a 90% do cobre presente no plasma e
é sugerido que esta proteina desempenhe o papel de doador de cobre para o consumo

nos tecidos. Diferentes estudos sugerem que o cobre deve ser reduzido para entrar na
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célula (LINDER & HAZEGH-AzAM, 1996; KNOPFEL & SoLloz, 2002). Foi levantada a hipdtese
gue o cobre em excesso pode desencadear danos celulares oxidativos por producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e conseqliente dano oxidativo (FARINATI E COLS.,
2003). Vdérias doencas neurodegenerativas estdo ligadas ao ion cobre devido a
altera¢des no seu metabolismo como as doengas de Menkes, Wilson e Esclerose
Amiotrofica Lateral ou devido a alteragdes conformacionais como Alzheimer e doengas
por prions (ROTILIO E coLs., 2000).

Devido a habilidade da PrP® de ligar cobre sugere-se que esta proteina deve ter
um papel fisioldgico na homeostase de cobre (ViLes E cots., 1999). A PrP¢ é
constitutivamente captada da superficie da célula para o interior da célula através de
endocitose e a adicao de Cu® rapidamente estimula este processo, tendo por
resultado uma internalizacdo significativa de PrP® (PAULY & HARRIS, 1998; PERERA &
HooPER, 2001). Cérebro de ratos nocaute para PrP® apresentam reduzido conteddo de
cobre quando comparados ao tipo selvagem, e demonstraram alta sensibilidade ao
estresse oxidativo induzido pelo cobre (BROWN E coLs., 1997; BROWN E coLs., 1998; WONG
E cOLS., 2001).

Acredita-se que a Prp¢ pode atuar como um neuroprotetor, prevenindo os
eventos deletérios provocados pelo cobre livre no sistema nervoso central (SNC)
(BROWN E coLs., 1998). Ainda, foi visto que neurdnios em cultura sdo capazes de
sequestrar Cu®* da membrana plasmatica em concentragdes ditadas pelo nivel da
express3o de PrP® (RACHIDI E coLs., 2003). No SNC, a PrP é concentrada em membranas
pré-sinapticas, onde o cobre também se encontra altamente concentrado (BROWN E

coLs., 1997; HERMS E coLs., 1999). O cobre move-se do interior da célula para a fenda
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sinaptica através de exocitose e despolarizacao neuronal. O efluxo de cobre pode ser
considerado um evento obrigatdrio associado a fusdo vesicular, que guia a liberacao de
neurotransmissores (VAsSALLO & HERMS, 2003). Existem experimentos em andamento
gue visam determinar a exata concentracdo de cobre na sinapse. As melhores medidas
sugerem que a concentragao seja de aproximadamente 1 UM e picos de concentragao
entre 3 UM e 250 UM (KARDOS E coLs., 1989; HopT E coLs., 2003).

O desbalango metdlico é uma das caracteristicas das doengas por prions
(Brown, 2002). Em tecido cerebral com a doenca, foi encontrado PrP** sendo ocupada
com metal (CoLLNGE, 1999). A ligagdo metalica a proteina do prion é alterada em
humanos com EET (BRowN, 2001). J&4 em modelos animais da doenca, niveis celulares
de cobre foram afetados pela infecgio por PrP*® (PEOC'H E coLs., 2003) e a progressdo
da doenca em camundongos foi retardada mediante tratamento com quelantes de
cobre (SIGURDSSON E coLs., 2003). Foi reportado que o Cu®* pode causar dano oxidativo
na PrP° . Essas modificacOes quimicas poderiam promover a amiloidose observada nas
doencas por prion esporadicas (Ruiz E coLs., 2000; REQUENA E coLs., 2001; NADAL E cOLS.,
2007).

Apesar de ser a principal regido de ligacdo ao cobre, o dominio octarepeat nao
€ necessario para a infecciosidade e propagacao da PrP>® (FLECHSIG E COLS., 2000). Ja a
regido do peptideo neurotdxico da PrP (JOBLING E coLs., 2001), que contém dois sitios de
ligacdo a cobre (JONES E coLs., 2004; JONES E coLs., 2005; NADAL E coLs., 2007) é essencial
para a replicacdo do prion. E proposto que a presenca ou a auséncia de cobre pode
gerar multiplas conformacdes de prions com implicacdes na patogénese das EETs

(WADSWORTH E coLs., 1999; QIN E coLs., 2000).



17

Existem estudos controversos com relacdo a atividade do cobre e de outros
metais no processo de agregacao, que é um passo chave no desenvolvimento das EETs,
e sobre a participacdo do cobre na conversido PrP¢ em PrP>. Foi mostrado, por
exemplo, que a agregacdo de um peptideo derivado da PrP, o PrP (106-126),
conhecido pela sua neurotoxicidade, foi aumentada pela adicdo de cobre, zinco e ferro
e que a agregacao foi reduzida apds a sua retirada (JOBLING E coLs., 2001). Além disso, o
cobre foi demonstrado como um facilitador da conversdo da PrP¢ em um peptideo
parcialmente resistente a protease (QIN E coLs., 2000; QUAGLIO E coLs., 2001). Em
contraste, foi verificado que, em células infectadas com scrapie, a presenca de cobre
reduziu a acumulagdo de PrP*. Também foi demonstrado através desse estudo que a
ligacdo de PrP>® em células normais foi menor na presenca de cobre. Juntamente com
os resultados obtidos in vitro, a administracdo de cobre em hamsters resultou em um
significativo aumento de PrP® observado nas células de Purkinje e em suas arvores
dendriticas e foi observado que a administragao de cobre em ratos infectados com
scrapie retardou o aparecimento dos sintomas (HuAzl E cots., 2003). Sendo assim, é
evidente que resultados obtidos investigando o efeito do cobre na conversao
conformacional e agregacdo da PrP sdo ainda pouco esclarecedores a respeito do
papel do cobre na fisiopatologia das EETs.

Além de estudos controversos com relacdo a ligacdo do cobre a proteina do
prion, existem estudos controversos também com relacdo a ligagcdo da PrP com outros
metais, como é o caso do ion manganés. Foi mostrado que esse ion apresenta um
efeito pré-agregante forte e especifico que poderia ser bloqueado por ions Cu®* (GIESE

coLs., 2004). Esse efeito do Mn?" é rapidamente revertido através do uso de &cido
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etileno diamino tetraacético (EDTA), quelante de ions divalentes, indicando que o Mn?*
induz reversivelmente a ligacdo intermolecular da PrP, enquanto que o Cu* liga com
alta afinidade a histidina, afetando a estrutura da PrP® e, finalmente, sua habilidade
em agregar (LEVIN E coLs., 2005). Em contraste, ja foi reportado que Mn?* n3o liga ao
dominio octarepeat da proteina do prion (GARNETT & VILES, 2003). No geral, é consenso

na literatura que a PrP° liga especificamente Cu** e zZn**

, Mmas nao necessariamente
coordena Mg2+ ou Mn?" (HORNSHAW E coLs., 1995; LEHMANN, 2002; GARNETT & VILES, 2003;
BOCHAROVA E cOLS., 2005), apesar dos efeitos ja reportados acima para o ion manganés.
Os diferentes modos de coordenacio do cobre com a PrP¢ dependem também
da estequiometria desta interacdo. Esta observacdo pode estar relacionada aos
diferentes resultados obtidos nos estudos da interacdo prion:cobre. Além disso, o
papel da regido ndo-octapeptidica, His-96 e His-111, ainda ndo estd elucidado (GRALKA E
coLs., 2008; RIVILLAS-ACEVEDO E coLS., 2011). Com relagdo aos diferentes modos de
coordenacdo, ainda ndo existe um consenso na literatura, devido as diferentes
condicOes experimentais empregadas e a relacao PrP:Cu? gue gera distintos modos de
ocupagao do cobre nos centros de histidina. Por exemplo, Millhauser e colaboradores
demonstraram que diferentes estequiometrias PrP:Cu?* levam a diferentes modos de
coordenacdo pela PrP (Figura 5). Em uma baixa relacdo cobre:PrP, a coordenacdo
multipla de um ion com diversas histidinas do dominio octarepeat é favorecida. Por

outro lado, uma alta relagdo cobre:PrP promove a coordenagao individual de cada ion

cobre com uma histidina e os nitrogénios amidicos (MILLHAUSER, 2007).
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Figura 5: Diferentes modos de coordenagao de cu’®* ao dominio octarepeat, através de uma, duas ou
trés histidinas simultaneamente. Baixa concentracdo de Cu® favorece a formagdo do componente 1;
alta concentracdo de cobre favorece a forma¢do do componente 3 (Figura adaptada de Millhauser,

2007).

Através da avaliacdo de peptideos contendo o octarepeat por ressonancia
eletrénica paramagnética (EPR), foi demonstrado que os residuos HGGGW, em cada
repeticdo, constituem a unidade responsavel pela ligacdo com o cobre, onde dois
residuos de glicina seguidos de histidina, em cada segmento octarepetido, coordenam
cobre através dos nitrogénios das amidas (MILLHAUSER, 2007; RIVILLAS-ACEVEDO E COLS.,
2011). Através da espectroscopia de Raman, também ja foi identificada a coordenacao
no nitrogénio da amida, através de estudos de modelos envolvendo o segundo e
terceiro residuo de glicina, seguidos da histidina (MIURA E coLs., 1999). Além disso, a
ligacdo a cobre pode ser influenciada pelo padrdo glicosilagdo da PrP como visto em
estudos ex vivo (Moubiou E coLs., 2007).

A elucidacdo das caracteristicas estruturais dos centros de cobre na PrP é
essencial para o entendimento da funcdo e também para testar hipdteses
correlacionadas com a patogénese. Apesar da difracdo de raios-X e da RMN serem as

técnicas mais utilizadas para determinacdo da estrutura de proteinas em resolugao
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atémica, cada método encontra desafios quando aplicados na observacdo da ocupacao
do cobre na PrPS. E dificil obter cristais da PrP que difratem satisfatoriamente e, até o
momento, apenas duas estruturas de raios-X foram reportadas, ambas de dominios C-
terminais de ovino (EGHIAIAN E cOLS., 2004; HAIRE E coLs., 2004). Medidas de RMN podem
ser prejudicadas pela presenca de cu®, gue é paramagnético, levando a um
significante alargamento dos picos.

Apesar de estudos sugerirem que a administracao de sais de cobre a roedores
pode conter a propagacao de prions in vivo, a administracdo continua de cobre em
altas concentracGes é também tdxica em pacientes com doengas por prions (HAIGH &
BROWN, 2006). Com isso, &€ importante elucidar os mecanismos pelos quais o cobre
interfere na patogenia das EETs. Dessa forma, os resultados apresentados acima
sugerem que o cobre deve participar na fisiopatologia das encefalopatias

espongiformes transmissiveis.

1.4 Interacao da proteina do prion com acidos nucleicos

A interacdo da proteina do prion com acidos nucleicos vem sendo estudada nos
ultimos 15 anos (NANDI, 1997; CORDEIRO E COLS., 2001; DELEAULT E coLs., 2005; SILVA E cOLS.,
2008). Foi mostrado que a ligacdo de PrP com acidos nucleicos pode levar a mudanca
conformacional na PrP (CORDEIRO E cOLS., 2001; LimMA E coLs., 2006). Estudos realizados
por Lima e colaboradores mostraram que o dominio globular C-terminal da PrP é
importante para a formacdo do complexo entre a rPrP e DNA (LIMA E coLs., 2006). Mais
recentemente, foi observado que o dominio N-terminal, principalmente a regido

contida entre os residuos 50 a 90, é essencial para a interacdo da PrP com &cidos
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ribonucleicos (GOMEs E coLs., 20088). Foi também sugerido que a PrP estd envolvida
com o metabolismo de acidos nucleicos in vivo (GABUS E coLs., 2001; GUICHARD E COLS.,
2011) e, com base em todos os resultados obtidos até o momento, é proposto que
acidos nucleicos atuem como catalisadores e/ou chaperonas moleculares na conversdo
da PrP em Prp** (CorDEIRO E COLS., 2001; LiMA E coLs., 2006; SILVA E coLsS., 2008).

Apesar da hipotese protein-only afirmar que o agente infeccioso causador das
EETs consiste em uma proteina que ndo apresenta evidéncias de conter acidos
nucleicos (PRUSINER, 1982), muitas doencas neurodegenerativas, incluindo a Doencga de
Alzheimer, Doenca de Parkinson e Esclerose Lateral Amiotrofica apresentam como
caracteristica comum a capacidade de formar agregados amorfos ou fibrilares
mediante a interacdo com acidos nucléicos (YIN E coLs., 2009; JIMENEZ, 2010), assim
como proposto para a proteina do prion por Cordeiro e cols., em 2001.

Além disso, a alteracdo conformacional sofrida pela PrPS, influenciada pela
presenca da forma scrapie, e sua alteracdo espontanea, que iniciam a acumulacdo de
PrP>, permanecem sem explicagdo. Algumas evidéncias suportam a idéia da existéncia
de um catalisador para a conversdo (CORDEIRO & SILVA, 2005): as doengas por prion nao
sdo necessariamente de natureza infecciosa, existe a forma esporddica da doenca que
ocorre apdés a conversao espontanea de PrP® em Prp* por um mecanismo ainda
desconhecido (GLATZEL E coLs., 2005; FORNAI E coLs., 2006); nem todas as formas da PrP
que sofrem agregacdo sdo infecciosas (GROSSMAN E coLs., 2003); a eficiéncia de
transmissao do prion scrapie € baixa (1:100.000); existe uma barreira energética que
previne a conversdo espontanea de PrP em PrP>® (COHEN & PRUSINER, 1998); estudos

com camundongos transgénicos evidenciaram a participacdao de um cofator, ainda
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desconhecido, que permitiria a transmissdo da PrP> entre espécies (TELLING E COLS.,
1995).

O grande nlimero de pesquisas que ratificam o papel de acidos nucleicos como
catalisadores da conversio de PrP® em PrP°® (DELEAULT E coLS., 2007; GOMES E COLS.,
2008a; SILVA E cots., 2010; SiLvA E cols., 2011) juntamente com as evidéncias do
envolvimento desse ligante em outras doencas neurodegenerativas (JIMENEZ, 2010),
tornam essa interacdo importante para o entendimento das bases moleculares das

doengas por prion.

1.5 Interac¢ao da proteina do prion com cobre e acidos nucleicos

Com base no que foi discutido anteriormente, objetivamos identificar o
comportamento da PrP® na presenca de acidos nucleicos e de seu ligante mais
estudado, o cobre. Apesar de praticamente ndo existir cobre livre no ambiente
intracelular, a concentragdo extracelular de Cu®* no SNC é estimada em > 10 uM
(MILLHAUSER, 2004), corroborando a capacidade da PrP"" ligar cobre quando ancorada
na porgao externa da membrana celular.

lons cobre interagem fisiologicamente com a PrP (BROWN E coLs., 1997) e
favorecem a sua internalizagdo, comprometendo o metabolismo celular (PRADO E coOLS.,
2004; FORNAI E coLs., 2006). A avaliagdo do efeito conjunto destes dois ligantes da PrP
pode contribuir para o entendimento das implicacdes destes na agregacao e conversao
estrutural da PrP, uma vez gue, no ambiente celular, esta proteina estaria em contato

tanto com ions cobre, quanto com acidos nucleicos (Figura 6). Avaliaremos, portanto,
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de que forma sequéncias especificas de dcidos nucleicos irdo atuar no processo de
conversdao conformacional da PrP, quando em presenca de cobre, na tentativa de

compreender a patogénese das encefalopatias espongiformes transmissiveis.

Lisossomos

Mutacdo
Super-expressao
Fatores ambentais

Nucleo

Figura 6: Representacdo dos possiveis locais de interagdo da PrP° com cobre e DNA. A Prp© pode

. . s . . . C
interagir com acidos nucleicos e cobre no meio extracelular, formando agregados extracelulares. A PrP

é internalizada na presenca de cobre, podendo interagir com o DNA em vesiculas ou no citosol. Além
disso, pode haver interagdo de ambos ligantes em lisossomos e estudos recentes demonstraram a

interacdo do PrP¢ no nucleo com a cromatina (MANGE E coLs., 2004; STROM E coLS., 2011).

Além disso, é proposto que a conversio espontinea da PrP¢ em PrP*° seja
prevenida por uma barreira energética elevada e somente alteragdes no equilibrio,
como a presenca de um catalisador, por exemplo, levariam a esta conversdo (COHEN &

PRUSINER, 1998). E este catalisador poderia ser uma molécula de acido nucleico,
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glicosaminoglicano ou também cu* (GoMEs E coLs., 2008A; GOMES E coLs., 2008B; SILVA E

coLs., 2010) como previamente proposto (Figura 7).

Cut .

DNA x

o—hélice
Prp¢

Energia Livre

v

Conformacgao

Figura 7: Barreira energética para conversdo da proteina do prion (PrPC): O mau enovelamento da PrP©
leva a formacgdo da espécie patoldgica PrP*. As duas formas se diferenciam principalmente pelas suas
estruturas secundarias, porém a conversdo espontanea ndo é favordvel, tendo que ultrapassar uma
barreira energética. Na figura, estd representado o efeito catalitico de ambos ligantes que visamos

caracterizar nesse trabalho (SILVA E coLs., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral
O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de cobre e de outros metais

divalentes e de sequéncias de acidos nucleicos na modulacdo da agregacdo e na
estrutura de dominios isolados da proteina do prion e da PrP recombinante de
camundongo inteira (PrP""). Tanto cobre quanto acidos nucleicos sdo ligantes
previamente caracterizados da PrP, mas o efeito conjunto de ambos sobre a proteina
do prion ndo foi reportado. Monitoramos mudancas conformacionais da PrP"T, do

109149 & do dominio octarepeat e caracterizamos os agregados formados.

peptideo PrP
2.2 Especificos
- Avaliar a atividade moduladora da agregagao de um dominio hidrofébico da PrP

109199 hor jons cobre, zinco, magnésio e manganés, através de técnicas

(peptideo PrP
espectroscopicas, como espalhamento de luz (EL) e ligagdo a tioflavina-T.

- Avaliar o efeito conjunto de cobre(ll) e acidos nucleicos na agregacdo/oligomerizacdo
de peptideos da PrP e da rPrP23-231, através da avaliacdo do espalhamento de luz
estatico e dinamico.

- Avaliar alteracBes na estrutura tercidria e secundaria da proteina PrP"'" e dos
dominios isolados da PrP na presenca de ions cobre através de medidas de
fluorescéncia, dicroismo circular e infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).

- Avaliar o efeito dos complexos PrP:DNA e PrP:Cu®" sobre células de neuroblastoma

em cultura, através de ensaios de disfuncdo celular.
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3. MATERIAIS E METODOS

Materiais: Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. A dgua destilada foi
deionizada e filtrada a 0,22 um em sistema de purificagdao Millipore. Quando nao
especificado, os reagentes foram obtidos da empresa Sigma Co. Chemicals (EUA).

Peptideos. Os peptideos correspondentes a regido hidrofébica e ao dominio
octarepeat da PrP foram adquiridos da empresa GeneMed Synthesis Inc. (San Antonio,
TX, EUA). Estes foram obtidos por sintese quimica em fase sdlida e posteriormente
purificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC).
Todos apresentaram pureza maior do que 90%. Utilizamos o peptideo PrP1°9'149, que
apresenta apenas um sitio de ligacdo com o cobre, a His-111. Este peptideo estd
envolvido na conversdo em folhas-f3 (HUANG E coLs., 1996; GOVAERTS E coLs., 2004) e
agrega prontamente em solucdo aquosa quando diluido de uma condicdo
desnaturante (CORDEIRO E cOLS., 2001; CORDEIRO E cOLS., 2004). Também obtivemos os
peptideos 30R e 40R, contendo 3 e 4 repeti¢cdes octaméricas, respectivamente. Todos
os peptideos encomendados apresentaram as extremidades N-terminal e C-terminal

protegidas (acetilado no N-terminal e amidado no C-terminal) para impedir

coordenacdo n3o-especifica a Cu®" (tabela 2).
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Tabela 2 - Peptideos da PrP que serdo avaliados neste projeto

Nome do Sequéncia Sitios de ligagao
Peptideo 9 a cobre
, Ac-PQGGTWGQPHGGGWGQ
Peptideo 30R PHGGSWGQPHGGSWGQ-NH, (51-90) 3
, Ac-GQPHGGGWGQPHGGGWGQ
Peptideo 40R PHGGGWGQPHGGGWGQ-NH, (57-90) 4
Peptideo Ac-MKHMAGAAAAGAVVGGLGG .

prpl09-149 WMLGSAMSRPMMHFGNDWEDRY-NH, (109-149)

Em negrito estdo marcados os residuos de histidina, triptofano e tirosina. Em parénteses estdo
indicados os residuos da PrPWT que compreendem a regido estudada.

Oligonucleotideos sintéticos. Utilizamos varias sequéncias de DNA fita-dupla (DNA-df),
anelados no laboratdrio a partir de sequéncias de oligonucleotideos fita-simples
purificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia, adquiridos da empresa
Prodimol (Brasil). As sequéncia utilizadas foram: E2DBS-18 (5-
GTAACCGAAATCGGTTGA-3_); E2DBS-36 (5- GTAACCGAAATCGGTTGA
GTAACCGAAATCGGTTGA-3") 34-bp poli(AT) e 21-bp poli(GC) (5 AAA
GGACGCGCGCGCGCGTTA 3’).

Indugdo da expressdo recombinante em E. coli e purificagdo proteica. A PrP"" foi
expressa heterologamente em E. coli. A indugdao da expressdao foi efetuada
adicionando-se isopropil tiogalactopiranosidio (IPTG) a 1 mM apds o crescimento
bacteriano atingir a fase log (Abs: 0,6 a 600 nm). Apds 8 horas sob agitacdo a 37 °C, as
células foram precipitadas por centrifugacdo (15 min a 5.644,8 g, 4°C) e, em seguida, o
pellet foi ressuspendido em 80 ml de tampao (preparado na hora) 50 mM Tris-HC| pH
8.0, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 2 mM PMSF. Para o isolamento dos corpos de inclusao,
essa solucdo foi submetida a dois ciclos de rompimento com ultra-som de 30 min cada.

Apds essa etapa, realizamos uma nova centrifugacdo a 26.964 g / 20 min a 4°C e o
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sobrenadante foi descartado, separando-se assim a fragdo insoluvel (corpos de
inclusdo). A fracdo insoluvel foi ressuspendida num tampao contendo ureia (6M ureia,
10 mM Tris e 100 mM Na,HPQ,4, pH 8,0, adicionando, no momento do uso, 10 mM de
glutationa reduzida, e 2 mM de fenil-metano(sulfonil)fluoreto (PMSF)) para
solubilizacdo e para total homogeneizacdo da solucao, utilizou-se um homogeneizador
tipo Potter. Essa amostra foi sonicada por 30 min e, em seguida, centrifugada a
26.964 g / 20min a 4°C e a PrP"" foi imobilizada 3 5mL de resina de agarose (NTA-
Sepharose, Sigma) previamente carregada com niquel e equilibrada com o mesmo
tampado utilizado para a solubilizacdo dos corpos de inclusdo. Essa mistura foi incubada
overnight e mantida sobre agitacdo a 49C. A mistura foi empacotada em uma coluna e,
em seguida, foi lavada com 30 mL de tampdo de solubilizacdo para remocdo das
proteinas ndo ligadas. Para o re-enovelamento da proteina foi aplicado um gradiente
com 80 mL do tampdo de solubilizacdo e 80 mL do mesmo tampdo sem a presenca do
agente desnaturante (10 mM Tris, 100 mM Na,HPQ,, pH 8.0) para retirada da ureia do
meio. Em seguida, a resina foi lavada com mais 20 mL do tampdo sem ureia. As
impurezas protéicas ligadas fracamente a resina foram eluidas com 50 mL de tampao
contendo imidazol 20 mM, pH 8,0. Em seguida, a proteina PrP foi eluida com tampao
de eluicdo (10 mM Tris, 100 mM Na,HPO,4, 500 mM imidazol, pH 5.8) e fracbes de ~ 2
mL foram coletadas. O conteudo protéico em cada fragao foi dosado através da leitura
de absorvancia a 280 nm. Apds analise das fragdes com maior absorvancia a 280 nm e
por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 15%, as fracOes selecionadas
foram dialisadas contra 4 L de agua milli-Q por 4 horas a 4°C para remocgdo do

imidazol. A pureza das proteinas foi determinada por SDS-PAGE 15% e suas
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concentragdes aferidas através do coeficiente de extingdo molar a 280 nm. As

amostras foram ent3o aliquotadas e mantidas a -20°C.

Espectrometria. Utilizamos técnicas espectroscépicas rotineiramente para verificar
tanto a pureza das proteinas purificadas, e também para aferir sua concentracgao.

Espalhamento de luz estdtico: As medidas de espalhamento de luz (EL) foram

realizadas em espectrofluorimetro Jasco FP-6300 (Jasco Corp. Téquio, Japdo) (Lab.
Biotecnologia Farmacéutica, FF, Professor Luis Mauricio T. R. Lima). O espalhamento
de luz das amostras foi monitorado a 90° em relac3o a incidéncia da luz de excitacdo, e
os valores de EL estao diretamente relacionados ao tamanho médio das particulas em
solugdo. Sendo assim, uma vez ocorrendo agregacdao, observa-se um aumento nos
valores de EL. As amostras foram iluminadas a 450 nm e os valores de EL foram
coletados de 430 a 470 nm.

Para os ensaios de cinética de agregacao, diluimos o peptideo da PrP de
hamster previamente desenovelado em tampao acido 2-[N-morfolino] etanossulfénico
(MES) a pH 5,0 na auséncia de agente desnaturante. O peptideo PrP*** Jiofilizado foi
ressuspendido em tampdo MES 50 mM, ureia 6 M e SDS (dodecil sulfato de sddio)
10mM, pH 5,0, centrifugado a 11.356,8 g /10min e seu sobrenadante foi dosado a 280
nm para célculo da sua concentragdo, utilizando seu coeficiente de extincdo molar
(€230= 12.490 M cm™) (calculado a partir de sua sequéncia primaria no site
www.expasy.ch, programa ProtParam).

Os valores de espalhamento de luz a 450 nm foram coletados em fung¢do do

tempo. Como controle negativo, a solucdo estoque de peptideo foi diluida na presenca
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de uréia a 6 M, caracterizando a condi¢gdo ndo agregada (MACEDO E coLs., 2010).
Padronizamos esta técnica na tentativa de identificarmos compostos moduladores da
agregacdo, e entdo procederemos as cinéticas na presenca de metais divalentes e de
oligonucleotideos, que sdo os objetos de estudo desta dissertacao.

Espalhamento de luz dindmico (ELD): O espalhamento de luz dinamico foi
realizado no equipamento DynaPro NanoStar (Wyatt Technology, CA, EUA) com laser
de He-Ne no comprimento de onda de 690 nm e forca na faixa de 10-50 mW. As
amostras foram dispostas em cubeta de quartzo em temperatura ambiente e toda
manipulacdo foi realizada no fluxo laminar. Foram realizadas 3 medidas com 10
acumulacdes cada. Os valores de raio hidrodindmico reportados representam a média
das 3 medidas. Esta técnica determina o perfil de distribuicdo de tamanho de
particulas em suspensdo, gerando informacdes sobre o raio hidrodindmico das
particulas (BERNE, 1976).

Fluorescéncia: A fluorescéncia intrinseca das proteinas resulta da emissao de
residuos aromaticos de triptofano, tirosina e fenilalanina. Esses residuos, quando
excitados em um determinado comprimento de onda, absorvem energia e emitem
fluorescéncia, que (assim como o espalhamento) é medida a um angulo de 90°. A
emissao dos triptofanos é a que mais contribui para o espectro de emissdo da proteina
(LAkowicz, 2006). Nos ensaios de fluorescéncia, as amostras foram monitoradas através
de sua fluorescéncia intrinseca, conferida pelos residuos aromaticos triptofano e
tirosina. A excitacdo foi realizada a 280 nm e a emissdo coletada de 300 a 420 nm. Os
peptideos 30R e 40R foram ressuspendidos em agua e dosados a 280 nm para calculo

da sua concentragdo, utilizando seu coeficiente de extingdo molar (€,50(30R)= 22.000
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M cm™ e (€250(40R)= 22.000 M™* cm™) (calculado a partir de sua seqiiéncia primaria
no site www.expasy.ch, programa ProtParam).

Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho por Transformada de Fourier

(FTIR): Esta técnica permite o monitoramento de estruturas protéicas secunddrias e
tercidrias, em especial de matéria agregada. A banda amidica | do espectro de IR
(regido de 1600 a 1700 cm™) é referente a vibragdo da carbonila (C=0) e é sensivel a
estrutura secunddria adotada pela proteina analisada (Byler & Susi, 1986). Avaliamos o
contetdo de estrutura secundaria da PrP"'" na presenca de cobre, DNA e de ambos os
ligantes em conjunto. As amostras secas foram depositadas sobre a superficie do
cristal do dispositivo de ATR (refletancia total atenuada) e os espectros de
infravermelho coletados com resolucio de 4cm™ em 256 varreduras. Todas as
amostras foram secas e analisadas em base de ATR. Os espectros foram gerados pelo
acimulo de 256 interferogramas coletados com 4 cm™ de resolucdo. A deconvolucdo
da regido da amida | foi realizada com o programa OMNIC (Thermo Corp. EUA) e foi
empregado um incremento de 1,8 x e a largura da banda foi fixada em ~20 cm™. A
determinagdo da posicdao dos picos e o ajuste das curvas foram feitos utilizando o
programa OMNIC.

Espectropolarimetria _de dicroismo circular (CD): Esta técnica permite o

monitoramento e caracterizacdo de estruturas protéica secunddria em solucao, e
utilizamos esta técnica para acompanhar mudangas conformacionais das proteinas
estudadas quando coordenadas com os ions estudados. Para avaliar a estrutura
secundaria foram realizadas medidas na regido do ultravioleta distante. As aquisicdes

foram realizadas em espectropolarimetro Chirascan (Applied Photophysics, Reino
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Unido) e os espectros foram coletados a 50 nm por minuto com subtracdo adequada
dos espectros de linha de base e os mesmos parametros de aquisicdo (3 acumulacdes).
As analises foram realizadas abrangendo comprimentos de onda de 190 a 320 nm. Os
resultados foram expressos como valores de elipicicidade bruta (em miligraus) ou
elipcicidade molar (mgrau x cm? x dmol™).

Avaliagdo de disfungao celular — Reducdao de MTT: A reducdo do sal de tetrazolium
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-YL)-2,5-difeniltetrazolio) € um dos métodos
mais utilizados para medir a proliferacdo celular e citotoxidade neural. O MTT é
reduzido pela atividade mitocondrial em células vivas e é confinado em vesiculas
intracelulares na forma de cristais de formazan (Liu & SCHUBERT, 1997). Para o ensaio de

109149 ha concentracdo final

avaliacdo de disfuncdo celular incubamos o peptideo PrP
de 5UM (estado agregado) ou na presenca de CuCl, ou DNA (sequéncia poliGC21-df)
em razao molar peptideo:ligante 1:1 em linhagem de célula de neuroblastoma (N2a).
Apds 48 h de incubacdo, adicionamos o reagente MTT e monitoramos sua reducao a
partir de leitura da absorbancia a 540 nm em um leitor de ELISA, como previamente
descrito (GoMES E coLs., 20088). Expressamos os resultados como porcentagem de
sobrevivéncia celular relativa aquela vista no controle, ou seja, dos pogos contendo
células sem adicdo de rPrP ou de rPrP na presenca de ligantes. Esta avaliacdo foi
realizada em colaboracdo com a Dra. Luciana Rangel, do Instituto de Bioquimica
Médica, UFRJ.

Ensaio de digestdo por proteinase K : As amostras de PrP"'" na auséncia e na presenca

dos ligantes (Cu**) foram incubadas com proteinase K (PK) (Sigma, EUA) por 60 min a

37°C e posteriormente analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
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desnaturante SDS-PAGE 15%. Foi utilizado um padrdo de peso molecular e a PrP"" foi
identificada pela sua posicdo no gel que correspondeu a uma banda de ~ 24kDa do
padrdo de peso molecular. O gel foi corado por prata e as bandas foram avaliadas
através do programa Image J.

Microscopia eletronica (MET): Avaliamos a ultraestrutura dos agregados formados por
microscopia eletrénica de transmissdo em colaboracdo com a Prof™ Dr* Carolina
Braga, do Instituto de Bioquimica Médica, UFRJ, pélo Xerém. Para as medidas de MET
as amostras analisadas foram diluidas em tampdao MES 50 mM pH 5,0. 20 ulL de
amostra foram aplicados em uma grade de cobre forrada com carbono e, apds 5 min, a
grade foi lavada com agua Milli Q e, em seguida, as amostras foram contrastadas
negativamente com acetato de uranila 2%, sendo o excesso removido com papel de
filtro. As grades foram entdo observadas em um microscopio eletrénico de

transmissao Jeol 1200 (Boston, MA, EUA) sob uma voltagem de 80 kV.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliac3o do efeito de Cu*, Zn**, Mn**, Mg®* e DNA sobre o peptideo Prp'?®%

A funcdo bioldgica da PrP ainda ndo foi desvendada, mas muitos estudos
sugerem que essa func¢do pode estar ligada a habilidade desta proteina em ligar ions
Cu®* com alta afinidade in vivo (BROWN E cots., 1997). Ja foram propostas inimeras
funcdes para a PrP em decorréncia dessa interacdo, como regulacdo da homeostase de
cobre (Lewis & HooPer, 2011) ou, ainda, que a PrP desempenhe uma funcdo
antioxidante dependente de cobre (NADAL E cols., 2007), atuando como uma
superdxido-dismutase, reduzindo o Cu®* a Cu* nesse processo (VILES E coLs., 1999).

Além disso, estudos também demonstram que o cobre pode estar envolvido na
patogénese das doengas por prion (PATTISON E cOLS., 1971; BROWN E coLS., 1997; HiAzI E
coLs., 2003; SIGURDSSON E coLS., 2003). Nesse caso, os estudos apresentam resultados
controversos. Apesar do cobre modular diversos processos bioquimicos, ainda ndo
estd claro se fons Cu®* tem efeito benéfico ou deletério na progressio das doencas por
prion ou ainda se é um excesso ou uma caréncia de cu® gue pode contribuir para o
aparecimento da doenca (QIN E coLs., 2000; QUAGLIO E coLs., 2001; Hiazl E coLs., 2003;
MILLHAUSER, 2004).

Todos esses resultados, apesar de contraditérios, indicam que o ion Cu®" esta
envolvido na fisiopatologia das doencas por prion. Com o intuito de entender o papel
do cobre na formacgao de PrP* e na formacao de agregados, estudamos o efeito desse
ion sobre um peptideo derivado da proteina do prion de hamster sirio, prpl09149 que

compreende os residuos 109 a 149 desta proteina (ver Figura 3) e corresponde ao
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dominio desenovelado e a primeira a-hélice da regido N-terminal da PrP (ZHANG E COLS.,
1995). Essa regido estd envolvida na conversdo em folhas-3 quando da formagdo de
PrP> (HUANG E COLS., 1996; GOVAERTS E cOLS., 2004). Escolhemos trabalhar com este
dominio da PrP, pois este peptideo agrega prontamente em solucdo aquosa em pH
abaixo de 6,0 quando diluido de uma condicdo desnaturante (CORDEIRO E cOLS., 2001;
CORDEIRO E COLS., 2004). Além disso, esse dominio contém um sitio de ligagdo a cobre ja
caracterizado, a histidina 111 que ndo faz parte do dominio octarepeat (BURNS E COLS.,
2003). A regido da His111 é também de grande importancia, uma vez que, além de
ligar cobre, também é uma regido critica para a transmissdo da doenga (PRUSINER E
cols., 1983; AGuzzi, 1996). Foi também demonstrado de que a His111 é importante
para modular a mobilidade conformacional de peptideos da PrP dependente de
alteragdes no pH (RAGG E cols., 1999). Mais recentemente, verificou-se que as
metioninas adjacentes a His111 também sdo importantes para a coordenacdo do ion
cobre neste sitio de ligacdo (SHEARER E COLS., 2008; RIVILLAS-ACEVEDO E COLS., 2011).

O peptideo prpl09-149

apresenta um residuo de triptofano que possibilita seu uso
em medidas fluorimétricas. Quando incubado em ureia de 5 a 6M, este peptideo
mantém-se sollvel e ndo agregado; a agregacdo é alcancada quando ele é diluido em
solucdo aquosa sem ureia em pH 4,0 ou 5,0 (CORDEIRO E cOLS., 2001).

Avaliamos a agregacdo do Prp'%®14

monitorando os valores de espalhamento
de luz (EL) em funcdo do tempo. Como controle negativo, a solucdo estoque do
peptideo foi diluida na presenca de ureia a 6M, caracterizando a condicdo nao

agregada. Monitoramos o EL a 450 nm, pois nenhum dos componentes avaliados

absorve luz nesse comprimento de onda.
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A figura 8 mostra o resultado das cinéticas de agregacdo realizadas com o

peptideo prpl09-149

em varias concentragdes onde o valor de 3,0 UM apresentou
significativa agregagdao, apresentando um incremento nos valores de EL de
aproximadamente 8 vezes maior do que o controle negativo de agregacdo (em 6M de

ureia). Com base neste resultado, utilizamos o peptideo na faixa de 3,0 a 5,0 UM para

realizar as cinéticas de agregac¢ao ao longo deste trabalho.

10 10

—— prpl09-149 1,y ® Agregacéo
—— prpl09-149 5y Regresséo Linear

8| —— ppl09-149 5.
—— prpl09-149 3uM em ureia

Espalhamento de Luz Relativo

0 200 400 600 800 0,0 1,0 2,0

Tempo (seg.) Concentrago de Prp 109149

109-149

Figura 8: Agregacdo do peptideo PrP em varias concentracdes monitorada através de mudangas

109-149

no espalhamento de luz. A, PrP foi diluido de uma solugdo contendo 6M de ureia em tampao a pH

5,0 com (linha vermelha) ou sem ureia (linha preta). A seta indica 0 momento em que o peptideo foi
adicionado na solugdo. Em B, temos a regressdo linear dos dados obtidos em A. A agregacdo, avaliada

através dos valores de EL, aumenta linearmente em fung¢do da concentragdo de peptideo, r’=0,97.

ApOds a padronizagdo do ensaio de agregagao, avaliamos a influéncia do cobre

na agregacdao do peptideo prpl09-149

. A linha de base foi determinada a partir dos
valores de EL da solugdo tampao com adicdo de CuCl, nas devidas concentra¢cdes em
cada cinética. Em todas as concentragdes de cobre empregadas (3uM, 6puM, 12uUM e

30 UM) houve a diminuicdo dos valores de EL (em relagdo ao peptideo agregado),

refletindo uma diminuicdo da agregacdo. Os valores de EL se mantiveram constantes

3,0
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apos a adigdo de CuCl; a 6 UM, conforme demonstrado na figura 9.

Os resultados das cinéticas de agregacao foram expressos em porcentagem de
agregacdo ou de inibicdo deste processo em funcdo da concentracdo de cobre (Figura
10). 100% de agregacdo corresponde ao valor maximo de EL quando o peptideo é
diluido em tampdo na auséncia de agentes desnaturantes ou de cobre e 0% de

agregacdo quando o peptideo é diluido em MES pH 5 na presenca de 6 M de ureia.

12

Pep109-149 3 IJM
= Ureiab6 M

—— 1,5 UM de Cu**
—— 3,0 uM de Cu™*
—— 6,0 UM de Cu**

M“ﬁ' 12,0 pM de Cu®*
. = 30,0uM deCu®*

0 200 400 600 800 1000 1200

Tempo (seg)

109-149 2+ s . ~
na presenga de Cu”" (em varias concentragoes)

Figura 9: Cinética de agregacdo do peptideo PrP
em fun¢ao do tempo. O peptideo foi mantido em solugdo de MES pH 5, SDS 10 mM, uréia 6 M, onde
ndo se encontrava agregado. Para o inicio da cinética, ele foi diluido desta solucdo estoque na solugao
de medida (momento indicado pela seta no grafico) a concentragdo final de 3 UM em diversas

concentragdes de CuCl, e os valores de EL a 450 nm foram coletados em fun¢do do tempo.
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% de Agregacédo do Pep %1%
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Cu® (um)

109-149

Figura 10: Extensdo da inibicao da agregacdo do peptideo PrP em fung¢ao da concentracdo de

CuCl,. O valor maximo de espalhamento de luz (a 450 nm) obtido em cada cinética (Figura 9) foi medido
e normalizado relativo a um controle (valor de EL do peptideo a 3uM sem uréia ou sem adig¢do de CuCl,)
tomado como 100% de agregagdo (ou 0% de inibi¢do. A barra de erro apresenta o valor do erro padrio

médio.

Para avaliarmos se o efeito inibitério na agregacio do peptideo PrP*®'* era

. , 2+ ~ .
decorrente exclusivamente da presenca de ions Cu em solugao, realizamos alguns

controles. Avaliamos inicialmente a agregacao do prpl0%14°

na presencga de cloreto de
cobre, porém adicionando EDTA (acido etileno diamino tetra-acético) e BCS (acido
batocuproino dissulfénico) como agentes quelantes. O BCS (2,9-Dimetill-4,7-difenil-

1,10-fenantrolina) é um quelante de Cu® (LOWE E coLs., 2004) e o EDTA quelante de cu®

(DING E coLs., 2011).
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14

12 A

10 A

Espalhamento de Luz Relativo

'2 T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200

Tempo (seg.)

—— PrP*9 3yM em Mes

—— PrP®™ 3uM em Ureia 6M

—— PrP'® 3uM + Cu®* 30uM

—— PrP'® 3uM + Cu?*30uM + EDTAL00pM

—— PrP®9 3yM + Cu®*30uM + EDTAL00pPM em 600 seg.

1991% ha presenga de Cu®* a 30 UM na presenga de

Figura 11: Cinética de agregac¢ao do peptideo PrP
EDTA. O peptideo foi mantido em solugdo de MES pH 5,0, SDS 10 mM, uréia 6 M, onde ndo se
encontrava agregado. Para o inicio da cinética, foi diluido desta solugdo estoque na solu¢do de medida
(momento indicado pela seta no grafico) a concentragdo final de 3 UM e os valores de EL foram
coletados em fungdo do tempo. A seta azul indica o momento em que foi adicionado EDTA a 100 M. Os
resultados dos experimentos foram separados para melhor visualizagdo. Os resultados foram

normalizados e relativizados com relagdo a agregacdo do peptideo em tampdo MES sem adigdo de

outros compostos.
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PP 5pMm

B -+ Cu® 50uM

I + Cu* 50uM + EDTA 100uM
[ + Cu* 50uM + EDTA 75pM
[ + Cu* 50uM + EDTA 50pM
1 + Cu®* 50uM + EDTA 25pM
1 + Cu* 50uM + EDTA 12,5uM
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*

*

% de Agregacdo do Prp %1%

40

0

109-149

Figura 12: EDTA inibe o efeito anti-agregante de Cu® sobre o PrP . Os resultados obtidos nas

cinéticas sdo apresentados aqui assumindo-se 100% de agregag¢do os valores de EL finais quando o
peptideo é diluido a 5 UM em tampao a pH 5,0 na auséncia de Cu®* ou EDTA. Foram realizados 3
experimentos e as barras de erro representam o erro padrdao médio. A reducdo da agregacdo so foi
significativa nas amostras que continham cobre livre * p<0.05, representa valores estatisticamente

diferentes.

Os resultados demonstram claramente um efeito na inibicdo da agregacao do

109199 ue pode ser atribuido especificamente ao fon Cu®*, uma vez que a

peptideo PrP
adicdo de EDTA e BCS preveniu o efeito anti-agregante do cu® guando adicionados
simultaneamente na solucdo inicial (Figura 11 e Figura 12).

Além disso, o EDTA foi ainda capaz de reverter a atividade anti-agregante do
Cu®* quando adicionado durante a cinética (Figura 11). Observamos também que em
uma concentracio abaixo da estequiométrica (1:1 EDTA:Cu?*), o EDTA nio apresentou
efeito sobre a atividade anti-agregante do Cu®" (Figura 12). Ainda vimos que n3o se
tratava de um efeito de forga idGnica, pois ao adicionar NaCl até 30 UM, ndo ocorreu

nenhuma inibicdo significativa na agregacao do peptideo e o efeito do ion Cu®* foi

independente do sal de cobre utilizado, pois a inibicdo da agregacdo utilizando CuCl,
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ou CuSO, foi estatisticamente igual (Figura 13).

140 }
] prpl09-149
120 | T [ CuCl, 30uM
[ CusO, 30uM
100 i [ INaCl 30uM

Il CuCl, + EDTA (1:1
2
CuCl, + BCS (1:2
2
[ PrP'®™ +EDTA (1:1)

[CIPrPi®*% + BCS (1:2)

[e]
o

% de Agregacéao
3

S
o

N
o

0

Figura 13: Controles para comprovagio do efeito do Cu”* na inibi¢io da agregac3o do peptideo PrP'*

% 0s resultados obtidos nas cinéticas s3o apresentados aqui assumindo-se 100% de agregacdo os

valores de EL finais quando o peptideo é diluido a 5{M em tampdo a pH 5,0 na auséncia de qualquer
ligante. Os resultados obtidos nas cinéticas foram subtraidos da cinética da ureia e foram normalizados
em relagdo aos valores de EL iniciais (antes da adigdo do peptideo). Foram realizados 3 experimentos e a

barra de erro demonstra o valor do erro padrdo médio. * p<0.05, representa valores estatisticamente

diferentes em comparag&o com o peptideo Prp****,

Apesar do BCS ser um quelante de Cu®, quando o Cu®* encontra-se ligado a
biomoléculas (principalmente proteinas com residuos de histidina, triptofano, tirosina
e cisteina), esse pode ser capturado pelo BCS formando o complexo: (BCS),-Cu®* (LIU E
cots., 2011), ou seja, provavelmente o BCS estd conseguindo formar um complexo com

109-149 (Figura

o Cu®" e com isso, vemos a inibi¢io da sua atividade sobre o peptideo PrP
13).
J4a foi descrito por vdrios grupos de pesquisa que o ion cu® pode interagir com

a PrP e com dominios isolados da PrP em diferentes faixas de pH e em diferentes

concentracdes de cobre. A afinidade de fragmentos peptidicos da PrP correspondendo
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a regido octarepeat e da PrP inteira a cu* foi reportada na faixa de 0,5 a 15uM
(HORNSHAW E coLs., 1995; STOCKEL E coLs., 1998). Embora diversos grupos tenham
reportado que a PrP perde afinidade a cobre em valores de pH < 6,0 (VILES E coLs., 1999;
RIVILLAS-ACEVEDO E coLS., 2011), nés verificamos que a agregacao e estrutura do peptideo
Prp1991% & afetada por Cu®* em pH 5,0. Apesar de n3o termos realizado medidas
comprobatdrias que mostrem a coordenacdo a cobre pelo peptideo, como EPR,
voltametria ciclica, ou absorcdo atomica, nossos resultados sugerem fortemente que
tal interacdo ocorre. Além disso, existem dados na literatura que suportam os efeitos
observados ao longo desta dissertacdo. Trabalhos de Klewpatinond e Viles
apresentaram evidéncias de que em valores de pH abaixo de 4,0 pode ser formado um
complexo com a histidina (KLEWPATINOND & VILES, 2007). Em pH neutro (7,4), o Cu®* se
ligaria individualmente em cada histidina e também seria coordenado pela amida da
glicina (Figura 14). Diferentes valores de pH (que ocorrem naturalmente nos ambientes
intra e extracelular) e diferentes concentracdes de Cu®" podem afetar o modo de
coordenacdo, o que implicaria na afinidade, na estrutura e nas propriedades redox
dessa interacdo (MILLHAUSER, 2007; NADAL E coLs., 2007). Também foi observado que a

regido entre os residuos 106 e 114 é responsavel pela alta afinidade da PrP ao ion

cobre (SHEARER & SoH, 2007).



Figura 14: Estrutura cristalografica do complexo Cu-HGGGW. Em pH 7,4 o cu® é coordenado
equatorialmente pelo imidazol da His, por amidas deprotonadas das glicinas vizinhas e pela carbonila da
segunda glicina. Além disso, o NH do indol estd a uma distancia passivel de realizar ligacdo de H com o
oxigénio da H,0 axial. Duas aguas ordenadas intramolecularmente estdo também representadas (Figura

retirada de (MILLHAUSER, 2004)).

Foi verificado também, através de medidas de potenciometria, que peptideos
da PrP coordenavam Cu®** a pH abaixo de 5,5 (Osz E coLs., 2007). Esse mesmo grupo
calculou os valores de pKa das cadeias laterais de His (imidazol) do peptideo PrP(84-
114) e obteve valores médios de 6,18 a 6,28, ou seja, as histidinas podem estar
desprotonadas em faixa de pH de 5 a 7 (Osz E coLs., 2007). Com base neste resultado,
foi proposto que, abaixo de pH 5,5, os nitrogénios doadores do imidazol sdo os sitios
exclusivos de ligacdo ao metal e (Figura 15), acima deste valor de pH, a coordenacdo se
daria também através da amida da cadeia polipeptidica (Figura 14). Ainda, apesar de
Cu®" livre ter sido a espécie majoritaria quando o pentapeptideo GGGTH (contendo a
His96) foi incubado com cobre a pH < 6,0, foi identificada também a presenca de um

complexo equimolar (peptideo:cobre) (HUREAU E coLs., 2006).
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Figura 15: Esquema para possiveis modos de coordenacdo a cobre pelo peptideo Hu(84-114) em

valores de pH < 5,5. (Figura retirada de (OszE coLs., 2007).

Estes resultados apéiam nossos dados que sugerem que o peptideo Prp*®**,

gue contém a His111, liga Cu® a pH 5,0. Como neste valor de pH as amidas da cadeia
polipeptidica estdo protonadas, provavelmente a coordenagdo a cobre pelo peptideo
deve ocorrer através de grupamentos imidazois da His111 de mais de um peptideo,
gue compartilhariam o mesmo ion. Além disso, a His140, que ndo é reportada como
sitio de ligacdo a Cu®" na PrP, pode estar participando também da coordenac3o a cobre
nos nossos ensaios. Este resultado é interessante, pois € um forte indicio de que em
pH 5,0 estda ocorrendo coordenacdo a cobre pelo peptideo da PrP. A inibicdo da
agregacdo mediada por Cu®" indica gue esta regido hidrofébica da PrP é estabilizada
pela interacdo com este ion, impedindo que interacbes proteina-proteina sejam
majoritarias.

A inibicdo da agregacdo é um evento desejdvel, pois esta regido da PrP
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contribui fortemente para a infecciosidade das doencas por prion e a agregacdo é um
dos fatores ligados a patogénese (PRUSINER, 1998). Em concordancia com nossos
resultados, foi verificado que Cu®* inibiu a formacao de fibras amiloides por uma forma
truncada da PrP (PrP89-230) (BOCHAROVA E cOLS., 2005).

Outros trabalhos demonstraram um efeito inverso do papel do cu® na
agregacao da proteina do prion, como em 2007, onde foi reportado que o dominio 90-
231 da PrP forma duas espécies oligoméricas de aproximadamente 25 e 100
mondmeros na presenca de cobre (REDECKE E coLs., 2007). Nossos estudos reforcam o
gudo controverso ainda é o papel do cobre na fisiopatologia da PrP. Porém, com o
nosso modelo de estudo, ficou claro a inibicdo da agregacdo, o que nos motivou a
procurar as respostas para esses resultados, os quais serdo apresentados ao longo do
trabalho.

Como a alteragdo da estrutura da PrP em uma estrutura rica em folhas-3 é o
ponto chave para a formacdo dos agregados, resolvemos observar o efeito do Cu®" na

109-149

estrutura do peptideo PrP Através da técnica de dicroismo circular avaliamos

109149 a3 presenca de CuCl,.

alteragdes na estrutura secundaria do peptideo PrP
Quando avaliamos o peptideo em solugcdo tampdo pH 5,0 na auséncia de cobre,
observamos um valor de elipcicidade negativo a ~220 nm, que sugere a presenga de
uma estrutura em folhas-3 (JoHNSON, 1988); (YANG E cols., 1996). Este resultado era
esperado, uma vez que esse peptideo esta agregado nesta condi¢do. Apds a adicdo de

5 equivalentes de cobre podemos observar uma pronuncidvel perda de estrutura

secundaria, conforme mostrado na figura 16.



46

3000 Cu,, = 4.274 +- 0.2 mEq
-200 |
€
_ 2000 S 400}
— (V]
'<_:> ~ —_
) —— 0.5 ME
& — -600 | ° d
S —— 1MEq
N>< [ — 2 MEq
£ 1000 |- -800 F —— 3 MEq
O 1 1 1 1 1 1
S 0 2 4 6 8 10 4 MEq
= 3 \ ” ) —— 5 MEgq
= . Cu” (equivalente molar) cesess 10 MEQ
0 =
-1000 ——— At —————

210 220 230 240 250 260

Comprimento de onda (nm)

109-149

Figura 16: Estrutura secundaria do peptideo PrP na presenga de concentragées crescentes de

cobre. No grafico temos a elipicicidade molar do peptideo em fungdo do comprimento de onda. Inserto:
elipcicidade a 220 nm em fungdo da concentragdo de cu”.0 peptideo foi avaliado a 100 UM em tampado
Mes pH 5,0. Foi utilizada cubeta de 1,0 mm de caminho dptico. Os espectros mostram a média de 3

acumulagbes e foram subtraidos do respectivo espectro do tampao.

Alguns trabalhos demonstram que o fon Cu®" apresenta alta afinidade por
peptideos fora do dominio octarepeat e que esse ion se liga as His111 e 96 (revisto em
Walter e cols., 2009). Foi verificado que a coordenacdo a cobre pelo peptideo
compreendendo residuos 91 a 115 da PrP induziu um ganho de estrutura em folhas-[3

109199 "Entretanto, é

(JoNEs, 2004), o que ndo foi verificado por nds para o peptideo PrP
importante ressaltar que este grupo realizou as medidas de CD a pH 8,4, o que
certamente altera a afinidade por cobre pela construcdo protéica. Como ja discutido

acima, fatores diversos como a faixa de pH e a concentracdo de Cu®" utilizada levam a

interpretacdes diferentes sobre o modo de coordenacdo e sobre a geracdo de uma
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estrutura rica em folhas-3 (JONES E coLs., 2004; VILES E cOLs., 2008).

Como ja discutido ao longo desta dissertacdo, o papel do Cu®" na convers3o
estrutural permanece obscuro. Além do entendimento sobre o efeito do Cu** no
processo de conversao PrP-PrP*, temos gue levar em consideracdo o efeito do cu®
em uma estrutura ja agregada, ou seja, que ja apresenta uma estrutura rica em folhas-
. No resultado apresentado acima, investigamos o efeito de ions cobre a pH 5,0, pois

queriamos manter o peptideo Prp'®14

em uma condi¢do agregada, uma vez que esse
dominio é de extrema importancia para a conversao estrutural que leva a agregagao
(HUANG E cols., 1996; GOVAERTS E coLs., 2004). O cu®’, além de diminuir a agregacao
(Figura 9), também causou perda de conteldo de estrutura secunddaria da PrP,
ratificando sua acdo nesse sistema (Figura 16).

Ja estd bem estabelecido que a proteina do prion é uma metaloproteina
(BROWN E coLs., 1997; COLLINGE, 1999; KRETZSCHMAR E coLS., 2001; NADAL E coLs., 2009) e
gue a ligacdo a cobre ocorre principalmente no dominio N-terminal, principalmente na
regido octamérica e também em outros dois sitios fora do dominio octarepeat (His96 e
His111) (WALTER E coLs., 2009). Além disso, foi recentemente caracterizado um sitio de
ligacdo a cobre na regido C-terminal, a His186 da PrP de camundongo (WATANABE E
coLs., 2010). Entre os metais estudados, o cobre é o ion mais estudado e apresenta
estudos que demonstram a sua ligacdo, afinidade e efeitos na proteina do prion
através de diversas técnicas e modelos experimentais (BROWN E coLs., 1997; COLLINGE,
1999; BrOwN, 2005; WALTER E coLs., 2006; BROwN, 20098), além de uma grande

variedade de fragmentos da PrP (VILES E coLS., 1999; GAGGELLI E cOLS., 2005). Entretanto,

outros artigos reportam a interagcdo da PrP com outros ions metalicos que também
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estdo presentes no sistema nervoso central. Com isso, resolvemos avaliar a interagao
do peptideo PrP® com zn**, Mn*" e Mg®* em comparagdo com o efeito do Cu®*

visto previamente. As cinéticas foram realizadas nas mesmas condi¢des ja descritas

para as cinéticas com o Cu®* (Figura 17).
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Pep109-149 Cu2+ Zn2+ Mn2+ Mg2+
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Figura 17: Efeito do Cu’, Zn*, Mn>* e Mg”* na agregacdo do PrP através da avaliagdo do

109-149

espalhamento de luz. O peptideo PrP (a 5 uM) foi testado na presencga de todos os ions, todos na

concentragdo de 5 UM e 50 UM e na forma de cloreto. Os dados foram normalizados em relagdo aos
valores de EL do peptideo em Mes pH 5,0 e subtraidos do espalhamento do peptideo diluido em ureia. *

P<0.05.

Os resultados sugerem que os ions avaliados apresentam efeito semelhante,

1091% " pborém este efeito é mais pronunciado

reduzindo a agregacdo do peptideo PrP
com o ion Cu®" e o resultado para os demais ions n3o foi significativo.

Esses resultados mostram que somente ions Cu®* inibem significativamente a
agregacao do dominio 109-149 da PrP. Os demais ions estudados ndo foram capazes
de gerar o mesmo efeito nem em concentragdes 10 x maiores. Através desse resultado

109-149

ndo podemos afirmar que ndo haja ligacdo entre os demais ions e o PrP , pois esta
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interacdo pode estar ocorrendo mas sem resultar no efeito causado pelo ion cu®.
Sobre a interagdo da PrP com Zn*, Mn®* e Mg?* temos que Zn** também pode

induzir a internalizagdao da PrP, porém a afinidade de ligagdao da PrP ao zinco é menor

do que ao Cu** (BROWN, 20094). Para o Mn**, alguns estudos demonstraram a interacao

106126 & que essa interagdo esta centrada na

desse ion com um peptideo similar ao PrP
His111 (JACKSON E coLs., 2001; GAGGELLI E coLs., 2005). Entretanto, ndo existem evidéncias
de que a esse ion esteja relacionado a funcdo da PrP e nem que cause alteracOes
estruturais especificas na PrP, assim como o Mg”" (CHoI E coLs., 2010).

Como observamos acima (Figuras 9 e 10), a adicdo de cobre provocou uma
diminuicdo na formacdo de agregados. Com isso, avaliamos se a interacao do cobre e
dos demais ions teria influéncia na formacdao de agregados amiloides através de um
ensaio com o fluoréforo tioflavina T (TioT). A tioflavina T € um fluordforo que se liga a
fibras amiloides que sdo ricas em folhas-3 e, nas doengas por prions, como em outras
doencas neurodegenerativas, é caracteristica a formacdo desse tipo de agregado
proteico (NAIKI E coLs., 1989; CHITI & DossoN, 2006). Quando a tioflavina T estd ligada a
fibra amiloide, ha um consideravel incremento em sua emissao de fluorescéncia a 482
nm (NAIKI E coLs., 1989), quando excitada a 450 nm.

105149 i cubadas com os

Ao incubarmos a TioT com amostras do peptideo PrP
diferentes ions metdlicos, verificamos que somente na presenca de Cu®" houve

reducdo significativa da emissdo de fluorescéncia da TioT (Figura 18).
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Figura 18: Anadlise da ligagdao a tioflavina T pelo peptideo prp'®%

. A) A TioT foi incubada com as
amostras em concentragdo final de 20M. As amostras foram excitadas a 450 nm e a emissdo de
fluorescéncia de TioT foi monitorada de 470 a 520 nm. As medidas foram realizadas em tampdo MES
50mM pH 5,0 e os peptideos foram adicionados na concentragdo final de 5pM, e os ions todos na forma
de sais de cloreto. B) Area de emissdo de fluorescéncia da TioT subtraida pela emissdo de TioT na

presenca do peptideo em 6M de ureia (controle negativo de agregacdo). Como controle positivo,

utilizamos a proteina a-sinucleina previamente agregada em fibras amiloides. * P<0.05.



51

Esse resultado corrobora o efeito de ions cobre na redugao da agregacao vista
nos experimentos anteriores. Podemos verificar que ha diminuicdao da formacdo de
agregados amiloides especificamente, mas ndo podemos descartar que ha formacao
de agregados amorfos, que nio sdo revelados pela TioT. E importante ressaltar que,
apesar das doencas por prion serem caracterizadas como doencas amiloidogénicas
(que envolvem a presenca de fibras amiloides), na grande maioria dos casos ndo hd a
deteccdo de fibras amiloides no SNC de individuos/animais acometidos pelas EETs, e
sim se observa agregados amorfos (Prusiner, 1998).

De acordo com esses resultados, a diminuicdo da agregacdo promovida por
Cu®" n3o se resume apenas a uma diminuicdo da formacdo de agregados amorfos, mas
também de agregados mais organizados que se ligam a TioT. Temos um efeito discreto
também promovido pelo fon Zn**, porém esse resultado n3o foi t3o evidente quando
comparado ao efeito do Cu®*, o que confere com as informacdes da literatura, onde foi
visto que a Prp¢ liga cu® e Zn%, porém ndo apresenta indicios de interacdo especifica
com Mg2+ e Mn%* (LEHMANN, 2002). Outro indicio também foi visto em um trabalho com
a PrP recombinante onde foi avaliado o efeito dos ions na sua conversao em fibras
amiloides verificou-se que apenas Cu* e zn® apresentaram efeito inibitério, enquanto
Mn?* ndo (BOCHAROVA E COLS., 2005).

Em suma, nossos dados mostram claramente que a agregacdao do peptideo
PrP!91% & influenciada pelo ion cu® especificamente, o que foi visto através das
medidas de espalhamento de luz e ligacdo a TioT e ainda vemos que esse efeito estd

ligado a uma perda de estrutura secundaria em folhas-f3 (Figura 19).
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Figura 19: Resumo dos efeitos do ion Cu® na estrutura e na agregacao do peptideo PrP Na
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primeira parte do esquema podemos observar que o peptideo PrP agrega a pH 5,0 e apresenta

uma estrutura rica em folhas-3; além disso, o agregado formado é capaz de se ligar a TioT,

demonstrando que ndo ocorre a formacgdo apenas de agregados amorfos mas também de agregados
. . 2 ..

mais organizados. A presenca de Cu”’, demonstrada na segunda parte do esquema, inibe todos esses

processos, reduzindo a agregagdo e gerando uma estrutura com menor contetdo de folhas-f3.

Como o fon Cu?* se mostrou capaz de modular a agregacdo do peptideo Prpto%

149 avaliamos também como esse sistema se comporta na presenca de DNA. Acidos
nucleicos ja foram caracterizados com ligantes da PrP tanto no dominio C-terminal
(Lima e cols., 2006) quanto no dominio N-terminal (GomEes E cots., 2008A). Foi
demonstrado que a ligacdo da PrP¢ ao Cu®* favorece a internalizacdo da proteina
(PAULY & HARRIS, 1998; PERERA & HOOPER, 2001; YIN E coLs., 2009). Com isso, é importante
avaliar o efeito na estrutura e agregag¢do da PrP promovido pela sua interagdo com o
Cu®* na presenca também de &cidos nucleicos, uma vez que, no ambiente celular,

ambos ligantes poderiam interagir com a PrP. E provével que a interago da PrP® com
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acidos nucléicos se dé com a mesma ja ligada a Cu®* e nosso objetivo, portanto, foi
verificar se o efeito de um ligante sobre a PrP é modulado pela presenca do outro

ligante (DNA ou ions cobre).
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Figura 20: Avaliacdo da agregacdo do peptideo PrP na presenga de cu® e DNA. A agregacao foi

avaliada na presenca de DNA (E2DBS18 DF), de ions Cu” e na presenca de DNA e Cu2+, todos na mesma
concentragdo do peptideo (54uM). As barras mostram o % de agregag¢do obtido em relagdo ao valor de
100% (considerado para o peptideo em MES pH 5,0 na auséncia de ligantes). Todos os dados foram

subtraidos do valor de EL do peptideo na presenca de ureia a 6M. * P<0.05.

Utilizamos ao longo deste trabalho sequéncias de DNA fita-dupla ja descritas
como ligantes da PrP recombinante (CORDEIRO E cOLS., 2001; LiMA E coLs., 2006; MARQUES E
coLs., 2009). Como podemos observar na Figura 20, o efeito do DNA na inibicdo da
agregacao do Prp!%%1% & mais evidente do gue o de ions Cu®*. Quando adicionamos os
dois ligantes, independente da ordem de adi¢do, vemos uma inibicdo da agregacao

menos pronunciada quando comparada ao efeito de cada ligante individualmente

(Figura 18). Este resultado pode ser explicado pela possivel interacdo entre os ligantes



(Cu®* e DNA) onde o efeito final na agregacio do peptideo se torna antagdnico. Ainda,
a formacdao de um complexo cobre:DNA pode ocasionar a reduc¢do de atividade do

109149 "vela redugdo da interagdo do DNA com o peptideo.

DNA na agregacao do PrP

Como jad havia sido reportado que a tioflavina T interage com DNA,
apresentando incremento em sua emissdo de fluorescéncia (CANETE E coLs., 1987), ndo
pudemos utilizar o ensaio de ligacdo a TioT para avaliar a morfologia dos agregados na

presenga de acidos nucleicos. Avaliamos, entdo, a morfologia dos agregados por

microscopia eletronica de transmissdao (MET) (Figura 21).

Figura 21: Andlise da morfologia dos agregados por microscopia de transmissio eletrdnica. A)
Agregados do peptideo PrP'®™ em pH 5,0. B) Peptl’deo:Cu2+ (1:1). C) Peptideo:DNA poliGC21-df (1:1).
D) Peptideo na presencga de 1 equivalente molar de cobre e DNA (Poli GC 21 DF). Em todos os painéis a

concentragdo do peptideo foi 10pM. Barras de escala = 10um.

Vimos que o peptideo PrP* forma agregados amorfos (porém com uma
estrutura organizada e com pequenas fibrilas) (Figura 21A). Na presenca de Cu®" esses

agregados foram menos evidentes e com uma morfologia diferente (menos
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organizada) (Figura 21B). Na presenca de DNA sozinho (Figura 21C) e de Cu®" e DNA
(Figura 21D), a agregacao foi reduzida drasticamente e apenas alguns agregados foram
observados, além disso, interessantemente, vemos a presenga de pequenos
oligbmeros. Os resultados observados por MET corroboraram os obtidos nas cinéticas
de agregacao.

Como ambos os ligantes investigados interferem na agregagao e na morfologia

109-149

do peptideo PrP , avaliamos a presenca de ambos na estrutura desse peptideo

através de dicroismo circular (DC).
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Figura 22: O efeito do Cu” e DNA na estrutura secundaria do peptideo PrP . O peptideo PrP

foi preparado na concentragdo de 50UM em tampao MES pH 5,0, A solugdo de cobre foi analisada numa
concentragdo de 250UM e o DNA (E2DBS36-df) na concentragdo de 25UM. Foi utilizada cubeta de 2,0

mm de caminho dptico. Os espectros mostram a média de 3 acumulagdes.

Nessa analise mantivemos o peptideo em uma condi¢cdo ndo agregada, onde
este apresentou uma estrutura desordenada (Figura 22). Com a adicdo de 5

equivalentes de Cu®’, n3o observamos alteracdes significativas no perfil de DC,
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somente observamos uma reducdo no sinal a ~198 nm (Figura 22, ciano). Com a adicdo
de DNA a esse complexo (peptideo:cobre), vimos a formacdo de uma estrutura rica em
folhas-3 (Figura 22, vermelho). Realizamos também a adicdo dos ligantes em
diferentes ordens, para verificar se a adicao de um segundo ligante ao peptideo ja
carregado poderia gerar um resultado diferente, como o deslocamento de um ligante
e reversao do efeito observado. Neste caso, porém, observamos que, independente da
ordem de adicdo do DNA, na presenca ou na auséncia de cobre, o efeito do DNA sobre
o peptideo foi preponderante (Figura 22).

E importante citar que o Cu®" altera o espectro de DC do DNA (Figura 23),
indicando que ocorre uma interagdo entre os ligantes. Entretanto, somente a alteragao
do espectro de DNA ndo foi responsavel pela diferenga vista no espectro do peptideo
PrP%® " nois a soma dos espectros individuais (peptideo e DNA:cobre) (n3o

mostrado) ndo demonstrou uma sobreposicdo com o espectro do peptideo incubado

com os ligantes (DNA e cobre).
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Figura 23: Efeito do ion cu* no espectro de DC do DNA. Em azul esta representado o espectro de DNA
livre (E2DBS36 df — 50uM) e, em preto, o espectro de DNA na presenca de Cu®. As setas indicam o sinal
de DC do DNA e as respectivas mudangas em fun¢do da adi¢do de cobre. A solugdo de cobre foi diluida
em tampao Mes pH 5,0 numa concentragdo de 250UM e o DNA (E2DBS36-df) na concentragdo de 25uM.

Foi utilizada cubeta de 2,0 mm de caminho dptico. Os espectros mostram a média de 3 acumulagdes.

E importante investigar se o DNA é capaz de modificar a interagdo do peptideo

105149 Realizamos ensaios

com cobre, ou ainda de deslocar o cobre ja ligado ao PrP
com o reagente Zincon (SABEL E coLs., 2010) para determinarmos a quantidade de cobre
livre em cada caso (peptideo agregado, soltuvel ou na presenca de DNA). Entretanto, na
faixa de concentragdo investigada por nds, nao foi possivel detectar cobre livre no
sobrenadante, apds a precipitacdo do peptideo previamente agregado. Sendo assim,
até o momento, ndo temos como precisar se o DNA, ao se ligar ao peptideo carregado
com cobre, desloca o cobre ligado. Outra possibilidade é de que na presenca de DNA, o
modo de coordenacdo a cobre pelo peptideo seja alterado. Essa informacdo pode ser

obtida a partir de ensaios de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR) que estdo

sendo realizados em colaboracdo com o grupo da Profa. Liliana Quintanar, CINVESTAYV,
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México.

A ligagao da PrP com Aacidos nucleicos, especificamente com sequéncias de
DNA, foi reportada pelo nosso grupo (CORDEIRO E coLs., 2001) e, desde entdo, diversos
trabalhos foram publicados sugerindo a importancia dessa interagdo (CAUGHEY &
Kocisko, 2003; DELEAULT E coLs., 2005; SILVA E coLs., 2008). Sendo o ion cu* um ligante
fisiolégico da PrP e visto que efeitos individuais de Cu®* e DNA sdo diferentes na

109149 CorpEIRO E COLS., 2001), faz-se

estrutura e similares na agregacao do peptideo PrP
importante o entendimento acerca da interacdo e do efeito gerado mediante a
presenca de ambos ligantes. O mecanismo preciso pelo qual Cu®" e também DNA
modulam a agregacdo da PrP e de peptideos derivados desta proteina ainda ndo estd
entendido. Além disso, ambos os ligantes induzem alteracdes conformacionais na PrP
e em seus peptideos. Sendo assim, se faz necessario investigar estas interacées em um
ambiente no qual a proteina do prion e seus dominios sejam expostos a ambos
ligantes; esses experimentos demonstram como o efeito individual de cada ligante é
alterado na presenca do segundo componente (cobre ou DNA). Os fenébmenos
observados quando a presenca de ambos ligantes como, por exemplo, a diminuicdo da
agregacdo e formacdo de pequenos oligdmeros sollveis podem nortear os diversos
caminhos para a conversdao estrutural e as potenciais implicagbes na
neurodegeneracao e na infecciosidade das doencas por prion.

Visando estender nossa compreensdo sobre os complexos PrP:Cu®*:DNA,
avaliamos seu efeito sobre células de neuroblastoma (N2a) em cultura. Nosso grupo ja

havia descrito que complexos da rPrP com RNA podem ser toxicos para estas células

(GomEs E coLs., 2008B), mas este ensaio ndo foi realizado na presenca de cobre.
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Realizamos entdo estudos de disfuncdo celular em células N2a em cultura através de

ensaio de reducdo de MTT, como descrito em Material e Métodos. As células foram

109-149

expostas ao PrP a 5UM agregado ou pré-incubado na presenga de Cu®" e DNA

(PoliGC 21-df) em uma razdao molar peptideo:ligante de 1:1.
12
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Figura 24: Avaliagdo de viabilidade celular por redugdo do MTT em células N2a. As amostras foram
aplicadas a monocamada de células N2a e o ensaio foi revelado 48h apds a incubagdo, como descrito na
sessdo Material e Métodos. As barras representam a média de triplicatas e as barras de erro
representam o erro padrdo médio. Foi observada diferenga significativa apenas entre o controle e a

amostra contendo DNA. * p<0.05.

Os resultados foram expressos relativos a absorvancia do controle, que
representa a viabilidade das células em cultura sem adicdo de peptideo ou de ligantes
(Figura 24). Os resultados observados demonstraram que o peptideo quando agregado
ou quando o mesmo estad complexado a Cu?** n3o causou disfuncdo celular significativa,
mas quando complexado com o DNA a viabilidade foi significativamente reduzida,
similar ao que foi observado com a interacdo de PrP"" com RNA (GoMEs E coLs., 20088).

Estdo em andamento novas medidas para avaliarmos o efeito de complexos
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peptideo:cobre:DNA sobre as células N2a em cultura.

4.2 Avaliac3o do efeito de Cu®*, Zn**, Mn** e Mg** e DNA em dominios octarepeats

A PrP é uma metaloproteina que apresenta duas regides distintas de ligacdo a
cobre. A regido N-terminal apresenta um dominio altamente conservado que contém 4
a 5 repeticGes de oito aminoacidos (PHGGGWGQ) em humanos (HORNSHAW E COLS.,
1995; BROWN E coLs., 1997; BoNomo E coLs., 2000), o dominio octarepeat da PrP. Foi
demonstrado que a ligagao de cobre nesse dominio desempenha um papel protetor
contra o estresse oxidativo, possivelmente por exercer uma atividade similar a
superdxido dismutase (BROWN E cols., 1999; BrowN, 2008), por participar do
metabolismo de cobre (BROWN E coLs., 1997) ou atuar como um supressor/quelante de
cobre livre (VILES E coLs., 2008). Evidéncias obtidas a partir de estudos in vivo e in vitro
sugerem que o processo de conversdo deve exigir a participacdo de um co-fator como
uma proteina, acido nucleico ou glicosaminoglicanos (GAGs) (TELLING E coLs., 1995;
CAUGHEY & Kocisko, 2003; SiLvA E cols., 2010). Tendo em vista que a PrP quando
ancorada a face externa da membrana celular estd muito provavelmente carregada
com ions cobre, resta saber se este ion também pode atuar como um co-fator neste
processo de conversdo.

Resultados anteriores reportados por nosso grupo de pesquisa demonstraram
que o dominio octarepeat nao é sitio principal de ligagdo ao DNA (LIMA E coLs., 2006),
mas essa regidao é importante na agregacao e na alteracao estrutural da PrP induzida
por RNA e por heparina (GOMES E coLs., 20088; SILVA E coLs., 2011) . Com base nestas

informacgdes investigamos se a ligacdo de cu® pode ser afetada pela presenca de DNA
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e se ha algum ganho de atividade do DNA nesse dominio na presenca de Cu®'. Esta
analise foi realizada com dois dominios da PrP, um contendo 3 (30R) e outro contendo
4 (40R) repeti¢des do dominio octarepeat. Além disso, investigamos também se outros
ions divalentes (Zn*, Mn** e Mg?*) s3o capazes de interagir com esses dominios em
diferentes valores de pH.

Os peptideos 30R e 40R, que contém 3 e 4 dominios de ligacdo ao cobre,
respectivamente, ndo agregam prontamente em solucdo, na faixa de pH analisada.
Sendo assim, avaliamos se jons Cu?*, Zn**, Mg®* e Mn?" alterariam a estrutura terciéria
dos peptideos através de medidas de fluorescéncia intrinseca (cada peptideo contém 4
Trp) na presenca dos ions citados. Os resultados demonstram que o ion cobre
apresentou maior efeito frente aos demais ions na supressdo de fluorescéncia dos
peptideos e, ainda, que esse efeito foi dependente da concentracdo i6nica e do pH
(Figura 25). Os resultados demonstraram que, em pH 6,5, a alteracdo da estrutura
quando da adigdo de Cu®* se deu com maior intensidade em todas as concentragdes
guando comparada com os pHs 5,0 e 7,4.

Ja parao Zn**, n3o se observou diferenca significativa na fluorescéncia entre os
diferentes valores de pH utilizados (Figura 26). Provavelmente, o complexo formado
do peptideo com o ion Cu®" é diferente do formado com os demais ions, ou gue a
afinidade dos peptideos pelos ions é diferente. Além disso, a estrutura tercidria do
peptideo, avaliada através da sua fluorescéncia sofreu maior alteragdao na presenga de
ions Cu®" do gue com os demais (Figura 25 e 26), o que demonstra mais uma vez que a
interacdo com o Cu®* é diferente da com os demais ions metélicos avaliados. N3o

avaliamos o efeito na agregacdo dos peptideos, pois 0s mesmos ndo agregam nas
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Figura 25: Supressdo da fluorescéncia do triptofano dos peptideos 30R e 40R mediada por cu” em

diferentes valores de pH. O peptideo 30R foi preparado na concentracdo de 5UM e excitado a 280nm.

O grafico mostra a fracdo de proteina ligada a cobre e foi obtido a partir das intensidades de

fluorescéncia em cada concentragdo de CuCl,. O calculo de fracdo ligada utilizado foi: Fluorescéncia

observada — Fluorescéncia inicial/Fluorescéncia final — Fluorescéncia inicial. As medidas foram realizadas

em tampao MES 50 mM para o pH 5,0 e 6,5 e HEPES 50 mM e NaCl 100 mM para o pH 7,4 e 8,0. As

barras representam o erro padrao médio de 3 analises. Foi realizado um ajuste hiperbélico ou sigmoidal

(para pH 8,0) de cada curva para obtengdo da constante de dissociagdo (Kp) em cada caso, utilizando o

programa Sigma-Plot.
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O pKa do nitrogénio imidazdlico dos residuos de histina é calculado em ~6,0.
Sendo assim, é esperado que n3o ocorra coordenacdo a Cu®* pela PrP em valores de
pH abaixo de 6,0. Como o pKa do imidazol das histidinas € menor do que o dos
nitrogénios amidicos das glicinas, estes ultimos sdao os primeiros componentes a
perder afinidade pelo metal quando o pH é reduzido. O pKa dos nitrogénios amidicos é
> 9,0, sendo assim, como que a pH 7,4 o cobre pode ser coordenado através destes

atomos?

A explicacdo para tal interacdo incomum proteina-cobre se baseia em estudos
realizados na década de 1960, onde foi mostrado que peptideos ndo-estruturados
contendo histidina coordenavam cobre de forma similar a PrP (BRYCE E coLs., 1966).
Como o pKa dos prétons amidicos é elevado, consequentemente o nitrogénio amidico
ndo estard ionizado a pH 7. Entretanto, foi visto que cu® consegue deslocar um H
amidico vizinho nesta faixa de pH (7-7,5) (SUNDBERG E coLs., 1974). Este resultado
mostra também a alta seletividade que a PrP tem de ligacdo a cobre em relacdo a
outros ions divalentes (STOCKEL E coLs., 1998; MILLHAUSER, 2004). A proteina albumina
sérica compartilha este mesmo motivo de ligacdo a cobre, que é a sequéncia NH,-Xaa-
Xaa-His presente na sua regido N-terminal (HARFORD & SARKAR, 1997).

Foi reportado que a regido octarepeat apresenta baixa afinidade a cu*a pH 6,5
(VILES E coLs., 1999; WHITTAL E coLs., 2000; HUREAU E coLs., 2006), o que foi contrario aos
resultados que obtivemos para os peptideos 30R e 40R nos ensaios de supressdo de
fluorescéncia mediada por cobre. A observacdo de que Cu®, e n3o outros metais

divalentes, suprime fortemente a fluorescéncia de Trp do dominio octarepeat (STOCKEL
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E coLS., 1998; SHIELDS & FRANKLIN, 2004) é mais um indicio de que estamos vendo um
efeito especifico do cobre a pH 6,5 em nossos ensaios.

Os demais ions testados ndo influenciaram na exposicdo dos residuos de
triptofano dos peptideos 30R e 40R (Figura 26), diferente dos resultados encontrados

para o cobre e também ndo alteraram o centro de massa espectral (Figura 27).
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Figura 26: Efeito dos ions an+, Mg2+e Mn>* na fluorescéncia do triptofano do peptideo 40R em pH 7,4,
6,5 e 5,0. O peptideo 40R foi preparado na concentragdo de 5pM e excitado a 280nm. O grafico mostra
a area normalizada dos espectros de emissdo de fluorescéncia do peptideo 40R em func¢do da adicdo
dos diferentes ions utilizados. As medidas foram realizadas em tampao MES 50 mM para pH 5,0e 6,5 e
HEPES 50 mM e NaCl 100 mM para o pH 7,4. As barras representam o erro padrdo médio de 3 analises

separadas.



65

400

300

200

100

Imtensidade de Fluorescéncia (U.A.)

0 [l [l [l [l [l [l

300 320 340 360 380 400 420

Comprimento de Onda (nm)
Figura 27: Espectros de emissao de fluorescéncia do peptideo 40R na presenca de Mg2+ (na forma de
MgCl,). Espectros de emissdo de fluorescéncia do peptideo 40R 5uM (linha azul) diluido em tampdo

MES pH 5,0 na presenca de Mg2+ de 5UM a 50uM (demais linhas). Excitagdo: 280nm.

Como os outros ions ndao demonstraram influéncia significativa na estrutura
tercidria da regido octarepeat, verificamos o efeito conjunto apenas do ion cu®* na
presenca de DNA. Os dados apresentados nas figuras 28A e 28B demonstram que o
peptideo tem sua estrutura alterada na presenca de ambos ligantes, porém esse efeito
€ mais acentuado na presenca de DNA. Utilizamos duas seqiiéncias diferentes de DNA:
E2DBS 36 df e PoliGC 21 df que sdo sequéncias ja identificadas pelo nosso grupo de
estudo como ligantes da PrP (CORDEIRO E cOLS., 2001; LIMA E coLS., 2006; MARQUES E COLS.,

2009).
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Figura 28: Supress3o da fluorescéncia do peptideo 30R (A) e 40R (B) na presenca de Cu’* e DNA. A
emissdo de fluorescéncia dos peptideos foi avaliada na presenca de cu® sozinho, das sequéncias de
DNA dupla fita: E2DBS-18 e PoliGC-21 e na presenca de DNA e cu”. As concentragGes de CuCl, e DNA
utilizadas foram equimolar em relagdo a concentragdo dos peptideos (5UM). O tampao utilizado foi MES
pH 5,0 e as barras equivalem a média de 3 analises separadas. As barras de erro representam o valor de

Erro padrdo médio. *p < 0,05 e **p < 0,001.
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Apesar de ficar claro que o Cu** apresenta um efeito na estrutura terciaria dos
peptideos em pH 5,0, esse efeito ndo é tdo proeminente quanto o causado pelas
sequéncias de DNA (E2DBS18 df e PoliGC21 df), onde, mesmo na auséncia de cu®
houve significativa supressao da fluorescéncia. A ordem de adigao dos ligantes (Cu** e
DNA) apresentou diferentes efeitos na estrutura tercidria de ambos os peptideos. Essa
diferenca é interessante, pois demonstra que um ligante pode afetar o efeito do outro
e que a forma adquirida pela interacdo prévia de um ligante, faz com que o préximo
interaja de maneira diferente. Por exemplo, para ambos os peptideos o efeito do Cu?*
e DNA sozinhos ndo foi maior do que o efeito de ambos em conjunto. Além disso,
quando pré-incubado com Cu®*, o PoliGC21 df, que apresentou maior efeito frente ao
E2DBS18 df, apresentou diferenca significativa frente ao seu efeito sozinho e nas
demais ordens de adicao (Cu2+ antes da adicdo do DNA ou cu® depois da adicao do

DNA).

4.3 Avaliagdo do efeito de Cu®* e DNA na PrP""

Para verificar a interacdo entre a proteina do prion recombinante inteira
(PrP"T), Cu®* e DNA, realizamos medidas de fluorescéncia intrinseca, espalhamento de
luz, microscopia eletronica de transmissdo, dicroismo circular e testes de resisténcia a
proteinase K.

A Figura 29 mostra o efeito de concentragles crescentes de cu® no
espalhamento de luz e na fluorescéncia da PrP"". As medidas de espalhamento de luz
refletem a oligomerizagdo sofrida pela PrP"Y" em funcdo da concentraco de Cu®" e fica

bastante evidente a formagdo de um platd apds a adicdo de quantidade de cu®
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suficiente para ocupar de todos os sitios de ligagao.
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Figura 29: Efeito do cu® na agregacao e na supressao da emissao de fluorescéncia da prp"" (5 uM). A)

As amostras foram excitadas a 280 nm e a emissdo foi coletada na faixa de 300-420 nm. Os espectros

foram analisados e comparados pela drea. B) Espalhamento de luz de PrP"" na presenca de diferentes

concentragbes de Cu®. As amostras foram iluminadas a 320 nm e coletou-se o valor de EL de 300 nm a

340 nm. As amostras foram diluidas em tampao Hepes 25 mM e NaCl 100 mM pH 7,4. A area de cada

espectro obtido foi normalizada, o grafico apresenta a média de cada ponto e a barra de erro representa

o erro padrao médio.
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Esse resultado ja foi visto anteriormente por outros trabalhos (QIN E cots., 2000;
JOBLING E coLs., 2001; QuUAGLIO E coLs., 2001; Yu E coLs., 2008). Juntamente com as
medidas de fluorescéncia intrinseca do triptofano, onde vemos uma diminui¢ao na

emissdo de fluorescéncia da PrPV'

na presenca de baixas concentracdes de cobre
(1uM), podemos sugerir a ocorréncia de mudangas na estrutura tercidria da prp"T,
pois os residuos de triptofano na PrP"" estdo localizados na regido amino-terminal que
é bastante flexivel (RIEk E coLs., 1997). Estes residuos estdo normalmente expostos ao
solvente e o espectro de emissdo de fluorescéncia nesta condicdo encontra-se
desviado para comprimentos de onda maiores e menos energéticos. A alteracdo no
espectro de emissdao, mostrado no inserto da figura 29, demonstra que a interacdo de
Cu* com a PrPVT foi capaz de alterar o ambiente quimico do triptofano. Esses
resultados sugerem que esta ocorrendo um processo de agregacdao da proteina
induzido pelo cobre e que esta agregacdo envolve mudancgas substanciais na regido N-
terminal da PrP, que contém o dominio octamérico de ligacdo a cobre.

Tanto nas medidas de espalhamento de luz e de fluorescéncia, a proteina foi
diluida em pH 7,4.

Avaliamos também o efeito de ambos ligantes na agregacdo da PrP"T através
das técnicas de espalhamento de luz estatico e dinamico. No espalhamento de luz
estdtico, vemos que o Cu®* aumenta discretamente a agregacdo da prp"T guando
comparado com o aumento promovido pelo DNA, porém vemos que a presenca de

Cu** estimula ainda mais o efeito observado pelo DNA sozinho (Figura 30). Neste caso,

para a PrP"T, observamos um efeito sinérgico de Cu* e DNA na inducao da agregacao
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proteica.
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Figura 30: Agregacao da PrP"" na presenga de cu® e DNA avaliada por espalhamento de luz a 320 nm.
Os valores de EL da amostra de PrP"" a 5 UM foram obtidos na presenga de DNA (E2DBS18 DF), na
presenca do ion cu” ena presenca de DNA e cu** conjuntamente. Foram coletados 3 espectros para
cada amostra e as barras representam a média das areas de EL obtidas, ja normalizadas pelo valor de
area de EL da PrP" livre. A barra de erro representa o valor do E.P.M. As amostras foram diluidas em

tampao Hepes 25 mM e NaCl 10 mM pH 7,4.

Através da técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS), vimos que apenas a
PrP"T apresentava-se na forma de uma estrutura monomérica ou dimérica (Rh.: 4,4
nm) em pH 7,4, porém tanto a adicdo de DNA e cu®, promoveram o desaparecimento
da estrutura monomérica e o aparecimento de oligbmeros. A adicdo de Cu®* formou
um oligbmero de raio de hidrodinamico (Rh) de 365,8 nm que calculamos pode ser
formado por 80 mondmeros; ja a adicdo de DNA, promoveu a formacao de oligdbmeros

menores, com Rh =132,2 nm, ~ 30 unidades monoméricas. A adicdo de ambos ligantes
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em conjunto parece nao interferir na maneira que cada ligante interage com a
proteina e estimula a sua agregacao, pois, nesse caso, o que vemos é a formacao de
duas populac¢des oligoméricas com tamanhos similares aos formados pelo Cu®" e DNA
individualmente (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracterizagao dos oligomeros formados por DLS

Amostra Mondmero Oligomero 1 Oligdmero 2
Rh (nm) Rh (nm) Rh (nm)
prpVT 4,4+0,8 - i
PrP"" + cu® - 365,8 + 21,3 (80)* ]
PrP"" + E2DBS18 df - - 132,2 + 13,9 (30)*
PrP"T + Cu® + E2DBS18 df - 360,4 +13,8 120,51 6,5

* Em parénteses esta indicado o nimero de mondomeros que formam a espécie agregada. Rh, raio
hidrodinamico.

Através das analises de espalhamento de luz, podemos sugerir que os dois
ligam regides diferentes da PrP"" influenciando sua agregacdo, mas de maneiras
diferentes. Apesar do Cu?* formar oligbmeros maiores nas medidas de EL dindmico,
ndo observamos esse efeito no EL estatico e duas hipdteses podem explicar esse fato:
os oligdbmeros podem ser muito grandes que logo precipitam e ndo sdo detectados no
teste realizado, pois ndo realizamos o ensaio sob agitacdo, ou ha a formagdo de um
agregado maior do que na presenca de DNA, mas os pequenos agregados formados
pela adicdo de DNA s3do maiores em quantidade e, consequentemente, contribuem
mais para o espalhamento de luz.

De forma a esclarecermos os resultados obtidos nos experimentos de EL
estatico e dindmico, avaliamos a morfologia dos agregados formados pela Prp"'’

através de sua interacdo com Cu®" e DNA por MET. Podemos ver claramente que ions

Cu®" induzem a agregacdo da prpT (Figura 31B), que ndo esta agregada no controle
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(Figura 31A). Corroborando os dados de EL dindmico, a analise microscépica da PrP"'"

na presenca de DNA (E2DBS18 df) (Figura 31C) mostrou a formacdo de agregados
menores do que na presenca de Cu®". Ja na presenca de DNA e Cu®’, temos a formacao

de uma populacdo mais variada de agregados, que pode conter as duas espécies com

Rh distintos observadas nas medidas de EL dindmico (Figura 31D).

Figura 31: Andlise da morfologia dos agregados por microscopia de transmissio eletrdnica. A)
Agregados da PrP"" em pH 7,4. B) PrP"":cu® (1:10). €) PrP"":DNA E2DBS18 df (1:1). D) PrP"" na
presenca de 10 equivalente molar de cobre e DNA (E2DBS18 df). Em todos os painéis a concentragdo

proteina foi 5UM. Barras de escala = 20 um.

A investigacdo dos efeitos estruturais induzidos pelo Cu** e DNA foi também
avaliada através de dicroismo circular (Figura 32) e foi visto que a presenca de Cu**

induziu a perda de estrutura secundéria da PrP"'", que apresenta estrutura rica em a-
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hélices. Foram realizadas duas leituras, uma imediatamente apds a diluicdo e uma
apos 30 minutos, porém os resultados ndao foram diferentes entre si. A presenca de
DNA mesmo ap6s a PrP"" ja estar diluida em Cu®* alterou a estrutura da PrP"". N3o
observamos apenas perda de estrutura em Q-hélice, mas uma conversao estrutural
para uma espécie com maior contetdo de folhas-[3, o mesmo foi visto quando diluimos
a PrP"" numa solucdo contendo DNA, que ja era esperado a partir de resultados
anteriores (CORDEIRO E cOLS., 2001). Ao diluir a proteina em solucdo contendo cu® e
DNA (Figura 32), observamos também que o efeito do DNA é predominante na
estrutura secundéria da PrP"". Portanto, a interagdao entre a PrP"'" e DNA, mesmo
guando esta proteina ja esta ligada a cobre, afeta profundamente suas estruturas

tercidria e secundaria.
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Figura 32: Efeito da presenca de Cu” e DNA na estrutura secundaria da PrP"". Prp"" apresenta uma
estrutura em a-hélices (linha azul). AlteragcGes na sua estrutura podem ser vistas apds a adi¢do de cu®
(linhas vermelhas e rosa) e com a adicdo de DNA (E2DBS36 df) (linha cinza) e ambos ligantes (demais
cores). As diluigdes foram realizadas em agua Milli-Q com o pH ajustado para 6,0. A cubeta utilizada foi

de 1 mm de caminho 6ptico.

A deconvolucdo dos espectros de dicroismo circular para avaliacdo e
quantificacdo dos componentes de estrutura secundaria foi realizada utilizando o
algoritmo CONTIN, disponivel no sitio Dichroweb (LoBLEY E coLs., 2002). Os resultados

estdo expostos na tabela 4.
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Tabela 4 - Diferentes componentes de estrutura secundaria (%) da PrP"'" em pH 6,0

obtido a partir dos dados de dicroismo circular.

Algoritimo Amostras O-Hélice | Folha-B Voltas Desord. Total
PrPWT 87,6% 1,9% 8,9% 1,6% 100,0%
prPV" + cu® 82,7% 3,8% 9,2% 4,3% 100,0%

CONTIN PrP"" + E2DBS36 df 44,0% 31,9% 4,5% 19,5% 99,9%
Set 7 PrPV" + Cu®* + E2DBS36 df 37,4% 31,8% 7,6% 23,1% 99,9%
PrP"" + E2DBS36 df + Cu™ 22,7% 34,8% 14,5% 28,0% 100,0%
E2DBS36 df + Cu”* Ad. PrP"" 67,1% 3,1% 2,7% 27,1% 100,0%
prp"" 88,0% 1,0% 6,5% 4,5% 100,0%
prPV" + Cu® 77,7% 1,6% 8,6% 12,1% 100,0%
CONTIN PrP"" + E2DBS36 df 43,1% 30,4% 6,7% 19,8% 100,0%
Set 4 PrP"" + cu®* + E2DBS36 df 34,2% 32,9% 6,6% 26,3% 100,0%
prP"" + E2DBS36 df + Cu™ 18,1% 27,2% 19,5% 35,3% 100,1%
E2DBS36 df + Cu™* Ad. PrP™" 67,1% 3,1% 2,7% 27,1% 100,0%

Apesar da quantidade de O-hélice na PrP"'" estar sendo superestimada (o
conteudo de a-hélice da PrP"" é de ~ 28%, segundo Cordeiro e cols., 2004) pelo
algoritmo CONTIN (a-hélice: 87,6%, folha-B: 1,9%, voltas: 8,9% e estrutura
desordenada: 1,6%), podemos observar que apenas a adicdo de Cu®" nido promoveu
alteracdo conformacional significativa na estrutura secundaria da PrP"', apenas
pequena perda estrutural (87,6% para 82,7%), mas a adicdo de DNA sozinho (a-hélice:
44,0%, folha-B: 31,9%, voltas: 4,5% e estrutura desordenada: 19,5%) e mesmo com a
proteina ja ligada a cobre previamente aumentou significativamente o contelddo de
folhas-3 (a-hélice: 34,2%, folha-B: 32,9%, voltas: 6,6% e estrutura desordenada:
26,3%). A adi¢do de Cu®* apds a interacio de DNA e PrP"" diminuiu ainda mais o
conteudo de a-hélice, mas aumentou o conteudo de estrutura desordenada sem
alterar o conteludo de folhas-B (a-hélice: 22,7%, folha-3: 34,8%, voltas: 14,5% e
estrutura desordenada: 28,0%). Entretanto, quando diluimos a PrP"" numa solugdo

contendo os dois ligantes previamente misturados ndo temos uma perda acentuada
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do conteudo de O-hélice mas sim um aumento da estrutura desordenada, ndo ocorre,
portanto, a formagdo de uma estrutura rica em folhas-3 (a-hélice: 67,1%, folha-3:
3,1%, voltas: 2,7% e estrutura desordenada: 27,1%).

Avaliamos, em seguida, o perfil de estrutura secundaria da prpT por FTIR na
presenca de Cu®*, DNA e de ambos os ligantes em conjunto (Figura 33). De maneira
qualitativa podemos observar a diferenca entre os espectros quando adicionamos
cada um dos ligantes (Figura 33). Apds realizarmos a deconvolucdo dos espectros na
regido da amida | (1700-1600 cm™), calculamos o percentual de cada componente de
estrutura secundaria identificado. E importante ressaltar que sé é possivel fazer uma
analise comparativa dos resultados obtidos pela analise de FTIR, ja que os dados ndo
sdo quantitativos. Os resultados foram similares aos obtidos pela andlise de dicroismo
circular, ou seja, a PrP"T nativa apresentou predominantemente estrutura em d-
hélices (Figura 33, linha preta). Na presenca de Cu®", DNA e Cu®* e de DNA, o contetido
de a-hélice diminuiu, aumentando a quantidade de estruturas em folhas-3. As
amostras para analise no FTIR foram liofilizadas para abolir a presenca de agua, o que
gerou uma condicdo diferente da analise por DC que foi feita em solucdo. No geral,
vemos a diminuicdo do conteddo em a-hélice na presenca dos ligantes, mas alguns
pontos devem ser ressaltados, como o aparecimento de picos entre 1690 a 1680 cm?
quando DNA ¢é adicionado. Estes picos sdo assinalados como folhas-f3 presentes em
agregados protéicos (CORDEIRO E cOLS., 2004; CORDEIRO & SILVA, 2005) e estdo presentes
em menor intensidade no espectro de PrP"'" na presenca Cu®* apenas. Dessa forma,
mesmo quando temos os dois ligantes simultaneamente, o efeito do DNA se mostra

mais proeminente, assim como visto nos dados de dicroismo circular.
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Absorbancia

1680 1660 1640 1620
NUmero de ondas (cm %)
Figura 33: Avaliagdao da estrutura secunddria da PrP"" em diferentes condig¢Oes. Os espectros de FTIR
da PrP"" na auséncia (linha preta) e na presenga de cu™ a 1:10 (PrP:CuCl,) (linha azul), de DNA —
E2DBS18 df (linha verde) a 1:1 e na presenca de Cu”* e DNA (linha vermelha) (1:10:1, PrP:cobre:DNA)
estdo representados. Todos os espectros foram normalizados e as amostras secas foram medidas a 25°

C em base de ATR. Os espectros foram deconvoluidos como descrito em Materiais e Métodos.

Tabela 5 - Diferentes componentes de estrutura secundaria (%) da PrP"'" obtido a

partir dos dados de Infravermelho.

prp"’ PrP"" + cu® PrP"" + DNA PrP"" + Cu® + DNA
Andlise , 1 , i , .
estrutural NuUmero de Area Numero Area Numero Area NUmero de Area
ondas (cm™) | () | 96°N93S | (o) | 9EON9ES | o | ondas(em?) | (%)
(cm™) (cm™)
1621, 1630,
Folha-B 1617,1630 | 23,4 1634, 41,6 1681, 30,2 162fé£ 36, 31,9
1681 1692
Voltas 1677 17,1 1669 16,7 1664 27,1 1668 18,4
a-hélice e 1653 59,0 1652 41,7 1647 ; 1651 49,0
random
random - - 1669 - 1647 41,8 -
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O processo de conversdo estrutural da PrP® numa estrutura rica em folhas-p é
considerado o principal mecanismo para a patogénese das doengas por prion
(Prusiner, 1998). A adicdo de ligantes que podem ser encontrados no meio celular
fisioldgico estabelece condi¢Ges mais reais para a conversdo in vitro e devem ser
considerados na elucidacdo dos processos que envolvem as desordens causadas pela
interacdo dos mesmos. Nesse contexto, a presenca de Cu** e DNA, dois possiveis
ligantes fisiolégicos mimetizam uma possibilidade real de interacdo que pode levar a
alteragdao conformacional e ao conseqliente processo de agregacao envolvido nas
doengas por prion.

Dois oligdmeros distintos foram formados a partir da interacdo da PrP"" com o
Cu®" e DNA, sugerindo que o efeito de cada ligante na PrP"T se d4 através de uma via
especifica de oligomerizacdo. Um oligdbmero formado por aproximadamente 80
mondémeros da PrP foi formado através da interacao de PrPVT e Cu*; ja a interacao
com DNA formou um oligdbmero majoritario com aproximadamente 30 moléculas da
PrP na sua forma monomérica.

Essa diversidade de oligdmeros da PrP"" pode ser observada em diversos
trabalhos e depende das condicbes empregadas, como pH, temperatura e
concentracdo dos componentes (BASKAKOV E coLs., 2002; Lu & CHANG, 2002; BOCHAROVA E
coLs., 2005; REzAIE E coLs., 2005; REDECKE E coLs., 2007). Muitos estudos sugerem que a
formacdo de agregados e fibras amiloides esta diretamente ligada a toxicidade e
neurodegeneracdo caracteristica das doencas por prion (LEGNAME E coLs., 2004;

BocHAROVA E cols., 2005). Outros estudos, entretanto, contestam que pequenos
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oligbmeros seriam responsaveis pela toxicidade (CHESEBRO E coLS., 2005; FIORITI E COLS.,
2005), assim como ja foi visto para outras doencas que envolvem a agregacdo de
proteinas mal enoveladas (CAUGHEY & LANSBURY, 2003; REIXACH E coLs., 2004). Similar aos
nossos resultados de EL dindmico obtidos com DNA e Cu?*, Redecke e colaboradores
observaram uma espécie oligomérica da PrP com ~ 30 mondmeros na presenca de
cobre em ambiente anaerdbico (REDECKE E coLs., 2007); outros também identificaram
pequenos oligdbmeros contendo entre 14-28 moléculas de PrP em tecido cerebral
infectado com EET de hamster e com alta infecciosidade (SILVEIRA E coLs., 2005).

Sendo assim, é evidente que Cu®" pode levar a formac3o de diferentes espécies
agregadas de PrP. Observamos, neste trabalho, um oligbmero intermediario (30
moléculas de PrP) com a adicdo de DNA e com a adi¢io de DNA e Cu®*, ao contrario do
observado apenas com a adi¢io de Cu?** (80 moléculas de PrP). A avaliacdo do efeito
dos agregados formados na presenca de DNA e Cu®* sobre células e tecidos pode ser
relevante para a compreensdo da neurotoxicidade caracteristica das encefalopatias
espongifomes transmissiveis.

A interagao da PrP com acidos nucleicos vem sendo extensivamente estudada
nos ultimos anos (SILVA E coLs., 2010). Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo e
por outros pesquisadores, revelaram que a interacdo da PrP com DNA altera a
estrutura da PrP para um estrutura rica em folhas-3 e resistente a digestdo por
proteinase-K (CORDEIRO E cOLS., 2001). Assim como o DNA, a interagdo de PrP e RNA gera
ganho de resisténcia a digestdo por proteases in vitro (DELEAULT E cols., 2003).
Verificamos entdo se a PrP"'" recombinante iria apresentar resisténcia a digestdo por

proteinase K na presenca de Cu®*" e DNA.
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E importante ressaltar que o préprio cobre livre pode inibir a atividade
proteolitica da PK. Para nos assegurarmos de que estdvamos trabalhando com uma
concentragdo de Cu®* sub-inibitdria, realizamos um controle com a proteina BSA e Cu**
em diferentes concentra¢des (Figura 34). Verificamos que, até a razdo molar 1:100
PK:cobre, este ion ndo inibe a atividade desta protease. Sendo assim, nos ensaios

seguintes, sé trabalhamos com Cu** até a concentragio de 5 UM e PK a 0,05 UM

(concentragdo 100x menor do que a concentragéo de PrP™).
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Figura 34: Inibicdo da PK promovida pelo ion Cu®". SDS-PAGE 15% A concentragdo de PK foi de 100x
(100:1) ou 250x (250:1) menor com relacio a BSA. As amostras foram incubadas por 1 h a 37°C. O Cu®™*
foi adicionado numa relagdo BSA:Cu” de 1:1, 1:10 e 1:5. O grafico de barras representa a intensidade

das bandas calculado através do programa Image J.

Inicialmente testamos varias concentracdes de Cu®" e DNA (E2DBS18 df). O cu®

foi avaliado numa faixa de 0,5 a 50 UM (Figura 35). E nitido no gel que a degradagdo da

PrP"" pela PK é reduzida com o aumento da concentracdo de cu® (Figura 35), ou seja,
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uma espécie com resisténcia a proteinase K é formada na presenca de Cu®*. Porém, s6
podemos avaliar até a concentracao de 5UM, pois acima dessa concentragdao o
aumento da banda pode ndo corresponder ao aumento de resisténcia, mas sim a
inibicdo da PK pelo Cu®". Podemos também observar uma banda no gel que apresenta
menor massa molecular (~16kDa), esta banda estd presente ja na amostra da PrP"'
sem algum tratamento e acreditamos que seja um produto de degradagao natural da

PrP. E possivel observar que esta espécie truncada da PrP apresenta total resisténcia a

digestdo por PK, na concentracdo utilizada neste estudo.
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Figura 35: Ganho de resisténcia a digestdo por proteinase K pela PrP"" na presenca de cu®. SDS-PAGE

15% A concentragdo de PK foi de 100x menor com relagdo a PrP"". As amostras foram incubadas porlh

a 37°C. O gréfico de barras representa a intensidade das bandas calculado através do programa Image J.

Através da andlise densitométrica do gel podemos observar que ocorre uma

grande protecdo a digestdo por proteinase K. Esse resultado estd de acordo com dados

da literatura que avaliaram a PrP 90-231, ou seja, apenas com o sitio de ligacdo a cobre



que se encontra fora do dominio octarepeat (His96 e His111). Foi verificado que a
interacdo com cu® promoveu profundas modificacdes na estrutura dessa regido da
PrP e que gerou resisténcia a PK (CoLLINGE, 1999; QIN E coLs., 2000; QUAGLIO E COLS.,
2001). Entender como o cobre produz essa alteracdo estrutural é uma questdo

fundamental para o entendimento do processo patoldgico das doencas por prion.
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Figura 36: Resisténcia a digestdo por proteinase K pela PrP"" na presenca de DNA (E2DBS18 df). SDS-
PAGE 15% A concentragdo de PrP"" usada foi de 5 HUM. A proporgdo de PrP:PK foi de 100:1. As amostras
foram incubadas por 1 h a 37° C. O grafico de barras representa a intensidade das bandas calculada

através do programa Image J.
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A presenca de DNA também promoveu protecdo contra a degradacgao pela PK,
porém foi uma protecdo muito mais evidente do que a observada apenas pelo ion cu®
(comparar as figuras 35 e 36). Avaliamos também o ganho de resisténcia a degradacao
por PK das duas sequéncias de DNA (PoliGC21 df e E2DBS18 df) na presenca de cu®

em concentracdes equimolares (Figura 37).
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Figura 37: Resisténcia a digestdo por proteinase K pela PrP"" na presenca de DNA (E2DBS18 df). SDS-
PAGE 15% A concentragao de PrP"" usada foi de 5 MM. A proporgao de PrP:PK foi de 100:1. As amostras
foram incubadas por 1 h a 37° C. O gréfico de barras representa a intensidade das bandas calculada
através do programa Image J.

O resultado apresentado acima confirma que as duas sequéncias de DNA
(PoliGC21 df e E2DBS18 df) alteram a estrutura da PrP"" para uma estrutura com

maior resisténcia a digestdo por PK quando comparado ao efeito promovido pelo ion

Cu®". Além disso, o efeito do DNA n3o é afetado quando o Cu?* esta presente no meio.
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Como vimos nos resultados de dicroismo circular a ordem de adicdo dos
ligantes pode influenciar na alteragdo estrutural (Tabela 3). Nas amostras preparadas
para o gel a PrP"" foi diluida numa solucdo contendo os dois ligantes previamente
misturados. Segundo os dados de CD, essa estrutura resistente a PK apresentaria alto
conteudo de estrutura desordenada, porém é importante discutir que, para o teste de
proteinase K, o tempo de incubac3o é de 1 hora numa temperatura de 37° C, todas
essas variantes ndo foram testadas no dicroismo circular. E, de qualquer maneira, uma
espécie protéica que ndo tenha estrutura rica em folhas-[3, pode apresentar resisténcia
a digestdo por proteases. Os espectros de CD também mostraram que apenas a adicao
de DNA promovia uma modificacdo estrutural na prp"T para uma forma com maior
conteudo de folhas-3 (Figura 33). Resultados similares foram descritos por Qin e
colaboradores, onde foi visto que o Cu®" induziu a conversio da PrP numa espécie
resistente a digestdo por PK, mas que essa espécie tem uma conformacao diferente da
PrP°C (QIN E coLs., 2000). Para os resultados da PrP com Cu®* e DNA, vemos que o efeito
é mantido.

A partir dos resultados observados em todos os testes podemos verificar que a
PrP"", mesmo previamente carregada com cobre, tem capacidade de interagio com
acidos nucleicos e que essa interagdo ndo parece ser competitiva, ou seja, ndo parece
se dar num mesmo sitio. Foi interessante observar a formagdao de oligdmeros com
diferentes tamanhos e morfologias, dependendo se a agregacgao foi induzida por cu®,
DNA ou ambos ligantes em conjunto. Este fato indica que a prpT pode seguir vias de
agregacdo diversas o que pode resultar em diferentes fendtipos das doencas por

prions. Apesar de ndo termos observado competicao pela ligacdo a PrP entre cobre e
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DNA, nao é ainda evidente se esta ocorrendo algum efeito alostérico. A formacdo de
diferentes agregados também pode ser explicada pelas diferentes alteracdes
conformacionais que ambos produzem na PrP"'. A interacdo da PrP"'" com o DNA e
com o Cu®* provoca mudancas na estrutura da proteina, mas tais mudancas sao
caracteristicas de cada ligante, seja cobre ou DNA. Os resultados obtidos nessa
dissertacdo mostram que a interagdo da PrP"" com Cu** e DNA leva a uma complexa
via de agregacdo e alteracdo conformacional, sendo assim é importante avaliar mais
detalhadamente as caracteristicas estruturais e funcionais (tdxicas) dos agregados

formados nas diferentes condi¢des empregadas.
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5. CONCLUSOES

Avaliamos os efeitos de cobre e de 4acidos nucleicos, que sdo ligantes
previamente caracterizados da proteina do prion, na modulagao da agregacao e na
estrutura de dominios isolados da PrP e da PrPWT, através de diferentes sistemas e
abordagens bioquimicas. A alteracdo estrutural, seguida de agregacdo sdo etapas
fundamentais para a patogenia das doencas por prion e, por isso, a investigacdo de
como Cu®" e DNA atuam nessas etapas é primordial.

Utilizamos ao longo da dissertacdo quatro modelos de estudo, com base nos
dominios de ligacdo ao ion Cu®’, para a avaliacio do efeito de ambos ligantes na
estrutura e agregacdo da PrP e de dominios isolados. Estes modelos foram o peptideo
PrP%%° com apenas um sitio de ligagdo a Cu**, dois peptideos contendo 3 (Pep 30R)
ou 4 (Pep 40R) octarepeats e a proteina PrP recombinante inteira, prp"T.

Investigamos o efeito causado pela presenca de diferentes ions divalentes
(Cu®, Zn**, Mn*" e Mg?*), pelo DNA e na presenca de Cu*" e DNA simultaneamente nos
4 modelos investigados e pudemos observar que, em todos os casos, Cu®" e DNA foram
capazes de alterar a estrutura proteica; os demais ions ndo tiveram essa capacidade.
Esses resultados demonstram que tanto Cu?* quanto sequéncias de DNA interagem
com a PrP"" e com dominios isolados desta proteina, sendo capazes de promover
alteragdo conformacional e, em alguns casos, modulacdo da agregacdo. Nao podemos
afirmar que n3o ocorre ligacdo da PrP"" e dos demais dominios com os outros ions

avaliados (além do cobre), mas sim, mesmo tendo ocorrido interacdo, a mesma nao se

demonstrou capaz de alterar as vias estudadas através das técnicas utilizadas.
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Verificamos também que a interag3o da PrP"" e dos peptideos estudados com
o cu® pode ser afetada pelo pH do meio, gerando afinidades diferentes,
principalmente no dominio octarepeat. Sendo assim, in vivo, onde a proteina pode
desfrutar de diferentes ambientes quimicos, é possivel que a interacdo com o Cu®" ndo
ocorra sempre da mesma forma.

Ainda com relagdo ao pH, vimos que o peptideo Prp'®**

, que apresenta um
sitio de ligacdo ja caracterizado para Cu®’, pode interagir com este fon em pH 5,0,
promovendo a inibicdo da agregacdo desse peptideo e alteracdo conformacional. Esses
resultados demonstram nesse sistema um papel benéfico do Cu** em etapas
primordiais para a patogénese das doencas por prion. Assim como visto para o Cu2+, a
presenca de DNA apenas e a presenca dos dois ligantes (Cu®" e DNA) foi também capaz
de promover esse efeito benéfico (inibicdo da agregacao), porém provavelmente por
vias diferentes, uma vez que, a diminuicdo da agregacdo promovida gerou agregados
menores, porém a morfologia desses agregados foi diferente, como visto por
microscopia. A presengca de ambos ligantes induziu a formagao de espécies
oligoméricas. Tais espécies oligoméricas merecem investigagao futura, pois a
agregacdo e a formacdo de oligbmeros estdo diretamente envolvidas no processo
neurodegenerativo observado nas doencas por prion. A alteracdo conformacional
promovida por cada ligante também foi diferente, sendo o efeito do DNA prevalente
sobre o efeito do Cu™".

Ja para a proteina do prion nativa, PrPWT, vemos que o tanto cu® quanto o DNA

apresentam efeitos inversos na agregacdo quando comparados com o peptideo Prp***

19 Essa diferenca mostra como a interacdo dos mesmos ligantes com dominios



90

diferentes levam a respostas diferentes. Essas diferengas podem explicar o papel
antagonico do Cu®* nos diferentes estudos realizados com esse jon. Uma explicacao
possivel obtida através desses resultados é de que seu papel na proteina inteira seja
deletério, mas que, na presenca de formas truncadas da PrP, que ocorrem nas EETs, o
papel de Cu®* seja benéfico, devido a estabilizacio da forma soltvel do peptideo.

Além disso, ficou claro nessa dissertacdo que ambos ligantes interagem em
conjunto com os dominios da PrP estudados, inclusive com a PrP nativa. As diferentes
conformagles e agregados formados por cada ligante e o seu efeito em conjunto
indicam que a interagdo in vivo de ambos com a PrP é possivel, o que deve ser levado

em considerac3o, ja que tanto Cu** quanto DNA est3o presentes no ambiente celular.
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