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REsumMoO

REsSUMO

A acumulagdo de fibrilhas no cérebro tem sido associada a diversas doencgas
neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson e encefalopatias espongiformes, entre
outras. Estes agregados proteicos resultam do misfolding das proteinas, que perdem a
estrutura nativa dando origem as fibrilhas. Apesar dos debates sobre a causa da
toxicidade celular ser devido a estados intermediarios ou a fibrilhas maduras, a
progressdo das doengas resulta sempre em morte celular. O estudo de compostos
capazes de inibir a fibrilhacéo € por isso indispensavel.

O objetivo deste trabalho teve por base a analise da formacdo de fibrilhas da
proteina pridnica na presenca dos osmolitos arginina e glicerol e a avaliacdo da
toxicidade das fibrilhas nestas condi¢fes. Através da coloracdo do ndcleo de células
N2a com um fluoréforo identificou-se a quantidade de células em apoptose nas varias
condicdes. Paralelamente foi realizado um ensaio de viabilidade celular, permitindo
determinar a quantidade de células viaveis durante o tempo de exposicao as fibrilhas.
Para se observar a interacdo das fibrilhas com as células neuronais, utilizou-se um
fluor6foro para marcar as fibrilhas, permitindo acompanhar a sua deslocacdo e
internalizacdo pelas células.

A andlise dos resultados permite afirmar que apesar de ocorrer um atraso da
fibrilhacdo na presenca dos osmolitos, a diferenca nos niveis de toxicidade entre as
diversas condicdes ndo foi significativa. Relativamente a interacdo das fibrilhas com as
células verificou-se que se associam muito rapidamente com a membrana celular, sendo
que apds algumas horas ja ocorreu internalizacdo das fibrilhas nas células. Apoés
internalizacdo, as fibrilhas deslocam-se pelas dendrites, 0 que pode constituir um
mecanismo de transmisséo das fibrilhas e infecciosidade entre as células.

Um conhecimento mais profundo sobre os mecanismos de toxicidade celular das
fibrilhas e uma avaliacéo do efeito dos osmolitos na estrutura e morfologia das fibrilhas
contribuirdo certamente para o aprofundamento dos conhecimentos sobre as doencas

priénicas.

Palavras-chave: Doengas neurodegenerativas; proteina prionica; fibrilhas proteicas;

osmolitos; neurotoxicidade.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The accumulation of amyloid fibrils in the brain has been associated with several
neurodegenerative diseases, such as Alzheimer, Parkinson and spongiform
encephalopathies, among others. These protein aggregates result from the misfolding of
proteins, when lose their native structure leading to fibrils. Despite some debate on
whether the cause of cell toxicity is due to intermediate states or mature fibrils, disease
progression always results in cell death. So, compounds capable of inhibiting protein
fibrillation are being studied.

The objective of this work was to analyze the formation of fibrils from the prion
protein in the presence of the osmolytes, arginine and glycerol, and to understand if the
cell toxicity of these species in the presence of such compounds was affected. Through
nuclear staining of neuroblastoma N2a cells with a fluorophore it was possible to
identify apoptotic cells upon incubation with fibrils formed in the absence and presence
of osmolytes. Simultaneously, an assay of cell viability was performed to determine the
amount of viable cells upon incubation with fibrils. The interaction and internalization
of fibrils by neuroblastoma cells was characterized after labeling fibrils with a
fluorophore.

Results show that osmolytes delay fibrillation of the prion protein but not affect
significantly neurotoxicity. Labeling of fibrils shows that these species interact very
quickly with the cell membrane and cell internalization occurs after few hours. Once
internalizes, fibrils seem to traffic through dendrites in what might be a possible route to
cell to cell transmission of fibrils and infectivity.

Deeper insight on the mechanism of the cell toxicity caused by fibrils and a better
evaluation of the effect of osmolytes on the structure and morphology of fibrils will
certainly contribute to an improved knowledge of prion diseases.

Keywords: Neurodegenarative diseases; prion protein; protein fibrils; osmolytes;

neurotoxicity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doencas pridénicas

As doencas pridnicas em mamiferos, também conhecidas como encefalopatias
espongiformes transmissiveis (TSE), sdo um grupo de doencas neurodegenerativas
mortais que incluem scrapie em ovelhas e cabras, encefalopatia espongiforme bovina
(BSE) em bovinos e a doenga de Creutzfeldt-Jakob (CJD) em humanos (Martins et al.,
2003). As TSE séo caracterizadas pela degeneracdo espongiforme do sistema nervoso
central, astrogliose e deposicdo de fibrilhas amildides no cérebro (Corsaro et al., 2002).

As doencas prionicas sdo das doencas mais peculiares na natureza. Estas ndo sao
abrangidas pelo dogma central da biologia moderna, que descreve o &cido nucleico
como a forma central de informagédo replicativa, como acontece noutras doencas
infecciosas causadas por agentes patogénicos convencionais, como virus e bactérias. No
entanto, depois de varios debates, a ideia de que um agente infeccioso desprovido de
material genético se poderia replicar (protein-only hypothesis) tornou-se o paradigma
mais aceite para a propagacao de prides e representa um novo fenémeno fisiopatolégico
(Ryou, 2007).

Kuru, uma doenca prionica do povo Fore em Papua Nova Guiné, que praticava o
canibalismo, e a CJD foram descritas pela primeira vez ha véarias décadas. A scrapie,
por sua vez, jA & conhecida clinicamente ha séculos. No entanto, nenhuma destas
doencas levou a devastacdo global causada pela BSE, que surgiu no Reino Unido e se
espalhou por outros paises europeus. Posteriormente, esta doenca em bovinos foi
relatada em 25 outros paises do mundo e ja se espalhou por paises ndo europeus, como
0 Canada, Estados Unidos e Japao (Ryou, 2007).

As doencas prionicas manifestam-se como formas esporadicas, infecciosas, ou
hereditarias. As hereditarias, incluindo a doenca de Creutzfeldt-Jakob (CJD), a doenca
de Gerstmann-Straussler-Scheinker e a insénia familiar fatal (FFI), sdo transmitidas
como disturbios autossomais dominantes e sdo causadas por mutacdes no gene da
proteina priénica humana (PrP), designado Prnp. As doencas prionicas infecciosas,
como Kuru, CJD, Scrapie e BSE sao transmitidas pelos tecidos cerebrais infetados. Por
exemplo, a Scrapie parece ser transmitida de animal para animal através de alimentos

contaminados com tecidos nervosos. A CJD, por sua vez, pode ser transmitida de




1. INTRODUCAO

paciente para paciente através de instrumentos utilizados em cirurgias ao cérebro de
pacientes infetados. Também ja foi referenciado que pacientes que adquiriram injecGes
da hormona do crescimento, preparadas de pessoas infetadas, podem ter contraido a
doenca. As doencas prionicas esporadicas ocorrem, ocasionalmente, em pessoas que
ndo tém historico familiar da doenga e que ndo tiveram expostas aos prides. A sua causa
ndo é conhecida. A CJD e a FFI, para além de doencas hereditéarias, podem também
manifestar-se como formas esporadicas (Nunnally & Krull, 2004).

Apesar de todos os factos conhecidos, ainda permanecem muitas incognitas sobre
as doencas prionicas ndo havendo testes pré-clinicos fidveis nem tratamentos eficazes
(Ryou, 2007; Liu et al., 2010). E importante analisar a ameaga potencial destas doencas
e desenvolver diagnosticos e terapéuticas adequadas. Para tal é primeiro necessario
entender 0s mecanismos basicos da doenca, nomeadamente como apareceram, como se

replicam e como se transmitem os prides (Ryou, 2007).

1.2 Protefnas priénicas: PrP® e PrP*

De acordo com Prusiner (1997) um prido € uma particula proteica infeciosa que
ndo possui acidos nucleicos e parece ser composto, exclusivamente, por uma isoforma
modificada da proteina priénica, designada por PrP*° (Sc de scrapie).

Ao contrario de outros agentes infecciosos, os prifes sdo extraordinariamente
resistentes aos varios tratamentos quimicos e fisicos normalmente usados para inativar
outros patogenos convencionais, como fungos, virus e bactérias. Apesar dos tratamentos
intensivos dos tecidos infetados com radiacdo ultravioleta, calor e nucleases que
danificam os acidos nucleicos, a infecciosidade dos agentes priénicos ndo diminui
(Ryou, 2007).

Estudos sobre a PrP* evoluiram rapidamente com a sua Sequenciacio,
conduzindo a demonstracdo de que a informacdo genética desta proteina estd contida
num unico gene contendo um unico exdo (open reading frame — ORF) (Nunnally &
Krull, 2004). Através desta sequenciacdo deu-se a descoberta da proteina prionica
celular (PrP®), a qual é codificada pelo gene celular Prnp (Linden et al. 2008). Estudos
subsequentes estabeleceram que a proteina é expressa em cérebros normais (ndo
infetados), assim como em cérebros infetados (scrapie), mas as propriedades fisico-

quimicas das isoformas celular e scrapie da proteina diferem (Nunnally & Krull, 2004).
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1. INTRODUCAO

Ambas as isoformas — PrP® e PrP> — partilham a mesma sequéncia de
aminoacidos e sdo codificadas pelo mesmo gene (Linden et al. 2008). Porém, as suas
conformac0es tridimensionais sdo diferentes, o que naturalmente ira diferenciar as
propriedades bioquimicas e biofisicas de ambas as isoformas (Ryou, 2007). Por
exemplo, ao contrario da PrP® que apresenta, predominantemente, hélices a na sua
estrutura e é extremamente sensivel & digest&o por proteases, a PrP>° é rica em folhas B,
parcialmente resistente a digestdo por proteases e tende a polimerizar em amildides, as

quais sdo conhecidas por possuir um grande conteido de folhas B (Sanghera et al.,
2008) (tabela 1.1).

Tabela 1. 1 - Comparagéo entre PrPC e PrPS® (Adaptacéo de Nunnally & Krull, 2004 e Ryou, 2007).

Propriedades Prp°© Prp*
Proteina Normal, proteina celular Alterada, proteina associada a doengas
Infecciosidade Né&o infecciosa Infecciosa; patogénica
Folding Dominada por hélices o Conformacéo abundante de folhas 3
Solubilidade Facilmente solavel (hidrofilica) InsolGvel (hidrofébica)
Digestdo por protéases Sensivel Parcialmente, mas muito resistente
Biossintese (t2) <1h 15h
Degradagéo (ty) 3-6h > 24h
Agregacao N&o agrega Agrega
. . Muito reativa & maioria dos N&o reativa a maior parte dos
Reatividade a anticorpos . . . . a
anticorpos anti-PrP anticorpos anti-PrP

2 Disponibilidade de anticorpos especificos para a PrP> é controversa.

A PrP® madura é uma glicoproteina com 209 aminoacidos e estd ancorada &
superficie celular através de uma cauda de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Ryou, 2007;
Nunnally & Krull, 2004). E composta por uma regido N-terminal ndo estruturada, com
cerca de 100 aminoacidos e uma regido C-terminal (residuos 121-231). O dominio C-
terminal € constituido maioritariamente por estruturas em hélice a (3 hélices a e 2 folhas
B antiparalelas) e é estabilizado por uma ligacdo dissulfureto que liga as hélices 2 e 3
(figura 1.1) (Uversky & Fink, 2006).

A PrP* esta associada a polissacarideos (5-15%) e a pequenas quantidades de
esfingolipidos e colesterol, 0 que ndo é surpreendente, visto que os lipidos representam
0 ambiente celular para a conversdao dos prides (Baskakov & Breydo, 2007). Esta
proteina existe em multiplas conformacdes, o que se acredita serem resultado da infecdo

de animais com diferentes estirpes do agente das TSE. A existéncia de diferentes




1. INTRODUCAO

estirpes de priGes foi reconhecida ha muitos anos, mas so recentemente foi ligada a
diversidade conformacional da PrP*.

2'3 51 91 121 179 214 231
S Risdchide bond, §
 mm s Em
anchor

Figura 1. 1 — Representacdo esquematica da proteina prionica. A — estrutura primaria da proteina pridnica celular que
contém 209 aminoé&cidos e consiste em 2 dominios: dominio N-terminal (23-120), que ndo € estruturado e contem 4-5
repeticOes de octapéptidos (caixas azuis, residuos 51-91); dominio C-terminal (121-231) que contem 3 hélices o e 2
folhas . Esta proteina é ancorada 8 membrana celular através da cauda de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Uma
ligacéo dissulferto liga as hélices 2 e 3. B — estrutura NMR do dominio C-terminal da proteina pridnica humana
recombinante; a ligacéo dissulfureto ¢ mostrada a amarelo, a vermelho sdo as folhas B ¢ a azul as hélices o (Jain &
Udgaonkar, 2011).

Foi colocada a hip6tese da PrP>® agir como um modelo de conformacio,
conduzindo & conversdo da PrP® em mais PrP. A isoforma PrP é entfo derivada da
PrP© ap6s um processo pés-traducional, no qual se pensa estar envolvido uma mudanca
conformacional da proteina (Nunnally & Krull, 2004). A comparacdo das duas
isoformas, através de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) e estudos de dicroismo circular (CD) mostraram que a PrP® contém uma
estrutura com cerca de 40% em hélices a e apenas uma pequena parte em folhas p,
enquanto a PrP* é composta por cerca de 20-30% de hélices a e cerca de 30-40% de
folhas B (Prusiner et al., 1998; Riesner, 2003). Estes nimeros, apesar de ndo serem

muito precisos, visto que a analise da PrP>° é feita em amostras insol(iveis, mostram que
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a PrP® é composta predominantemente por hélices alfa, possuindo poucas estruturas em
folhas B, enquanto a PrP>® apresenta mais estruturas em folhas p (Riesner, 2003).

Atualmente existem dois modelos que descrevem o mecanismo de conversdo da
PrP® em PrP*: o refolding model e o seeding model (figura 1.2). O refolding model,
também conhecido como heterodimer model, propde a existéncia de um dimero
composto por um mondmero da PrP*® e um mondémero da PrP®. O monémero da PrP>
atua entdo como molde e interage com o monémero da PrP®, induzindo uma alteracéo
conformacional e convertendo-a em PrP*. As duas moléculas, agora ambas PrP*,
separam-se e 0 processo continua. O seeding model, também conhecido como seeded
polymerization model ou nucleation-polymerization model, diz que a PrP*° existe como
oligémeros, cuja formagdo a partir da PrP® envolve um equilibrio de reacdo
desfavoravel. A PrP> ¢ entdo considerada como o nlcleo de uma reacdo de
polimerizacdo cléssica (dependente da nucleac&o). Apés a formacéo da PrP*, esta age
como uma “semente”, convertendo mais PrP¢ em PrP*, levando & formacio de
fibrilhas. Uma vez que a formagéo de PrP>® é sempre vista como estando associada com
a oligomerizacao, o seeding model tem sido amplamente aceite como 0 mecanismo mais
plausivel para a replicacdo da PrP* (Lansbury & Caughey, 1996; Jain & Udgaonkar,
2011).

A Pp Prp
O. .................................
g —~ 0o o
] prp
B Fmp Pr« O
O =— @

-6 8 B<g

Figura 1. 2 — Modelos de converséo da PrP® em PrP*°. A — refolding model; B — seeding model, neste modelo devido
a presenca de um passo de nucleagdo desfavoravel, ha uma fase lag na reagdo. A natureza exponencial da cinética
desta reacdo sugere que os agregados sdo submetidos a uma fragmentagdo continua para produzirem mais “sementes”
para o seu crescimento (Jain & Udgaonkar, 2011)
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1.3 Agregados proteicos amildides

Mais de 15 doengas graves, incluindo doencas prionicas, Alzheimer e Parkinson,
estdo relacionadas com a formacao de agregados proteicos filamentosos, estaveis e com
estruturas predominantes em folhas B, conhecidos como fibrilhas amildéides ou apenas
amiloides (Bocharova et al. 2006; Uversky & Fink, 2006). J& s@o conhecidas mais de 20
proteinas que estdo envolvidas na formacdo destes agregados (Ferreira et al., 2007;
Hatters & Grifin, 2011; Uversky & Fink, 2006).

Estas agregacOes proteicas sdo um fendmeno no qual a proteina perde a sua
estrutura nativa e adota uma conformacdo ndo nativa, ou seja, h& uma conversdo das
proteinas no seu estado nativo sollvel para agregados fibrilhares altamente organizados
(Idicula-Thomas & Balaji, 2007; Chiti & Dobson, 2006). As fibrilhas de diferentes
patologias apresentam diversas propriedades em comum, incluindo as estruturas
centrais em folhas B, formadas por cadeias [ dispostas perpendicularmente ao eixo
longitudinal das fibrilhas e por ligacGes de hidrogénio paralelas ao eixo (figura 1.3)
(Ross & Poirier, 2004; Uversky & Fink, 2006). No geral, todas as fibrilhas apresentam
morfologias semelhantes, isto é, sdo estruturas torcidas, semelhantes a cordas, que
retratam substruturas filamentosas (Uversky & Fink, 2006). Atualmente existem
evidéncias que indicam que a capacidade de fibrilhacdo é uma propriedade intrinseca
das cadeias polipeptidicas e que qualquer proteina é potencialmente capaz de formar
fibrilhas amiléides em condi¢bes adequadas (Uversky & Fink, 2006; Chiti & Dobson,
2006; Liu et al., 2010).

4*' |
Vo

Figura 1. 3 — Representagéo da estrutura fundamental das fibrilhas amiloides, onde as folhas B antiparalelas sdo
dispostas perpendicularmente ao eixo longitudinal das fibrilhas. A seta preta indica a direcéo das ligagBes de
hidrogénio (MacPhee & Woolfson, 2004).
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Apesar das diversas pesquisas feitas nos Gltimos anos, ha ainda muitas questdes
em aberto relativamente a formac&o das fibrilhas amildides, como sejam os fatores que
determinam a sua formacdo através de proteinas soliveis normais, 0 mecanismo de
toxicidade associado as doencgas neurodegenerativas, a estrutura das fibrilhas amildides
maduras e as espécies intermediarias que aparecem durante a formagé&o das fibrilhas.

A medida que novas tecnologias foram desenvolvidas, foi possivel uma
compreensdo mais detalhada da formacdo das fibrilhas amildides. Inicialmente era
utilizada a microscopia e corantes histopatologicos, como a tioflavina T (ThT) e o
vermelho Congo, para a sua caracterizagdo. A associagdo das estruturas fibrilhares com
as propriedades tintoriais apresentadas pelos depdsitos amil6ides proporcionaram a base
para o isolamento destas fibrilhas. Foi também descoberto que as fibrilhas amildides
formadas in vitro a partir de proteinas recombinantes ou sintéticas sdo semelhantes as
fibrilhas formadas in vivo. Esta descoberta abriu as possibilidades de realizar a
caracterizagdo biofisica deste processo e enfrentar o desafio de desvendar a estrutura e
organizacdo das fibrilhas amil6ides (Mufioz, 2008).

Na década de 1970, a descoberta de que extratos lisossomais sao suficientes para
converter proteinas amiloidogénicas em fibrilhas amildides introduziu a suposicdo de
que o processamento proteolitico foi o determinante amiloidogénico. Porém, com base
em diversas evidéncias de investigacfes independentes, € agora aceite que o misfolding
da proteina é a base molecular de todas as desordens amildides. Mudancas
conformacionais de proteinas no seu estado nativo (enroladas ou ndo enroladas) tém
sido demonstradas como precedentes da formacdo de estruturas amiléides. Mesmo
assim a protedlise continua a ter um papel importante na geracdo de fragmentos de
proteinas anormais altamente propensos a formacdo de amildides. Por exemplo, a
proteina precursora amildide (APP — amyloid precursor protein) ndo forma fibrilhas
enquanto o péptido AP (produto de proteodlises) ndo for o componente maioritario
(Mufioz, 2008).

Em determinadas condicdes, todas as proteinas amiloidogénicas podem adotar um
estado propenso a amildides, o qual favorece as interagGes intermoleculares que levam a
formacéo de espécies oligoméricas. Uma cadeia polipeptidica nativa enrolada perde ou
simplesmente ndo é capaz de atingir a sua estrutura tridimensional, originando
conformacdes intermedidrias em equilibrio (figura 1.4). Nesses intermediarios
propensos a formar amilGides, a proteina pode nuclear conjuntos oligoméricos iniciais

onde o teor de estruturas P secundarias € geralmente maior. Estas "sementes” ou
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"nucleos" fornecem um tipo de modelo, onde outras moléculas parcialmente enroladas
ou enroladas incorretamente (misfolded proteins) sdo recrutadas, aumentando assim o

tamanho dos conjuntos que dao finalmente origem as fibrilhas (Mufioz, 2008).
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Figura 1. 4 — Representacdo esquematica do (mis)folding proteico na célula. As setas grossas representam o0s
processos fisioldgicos que conduzem a funcéo normal da proteina; as setas finas correspondem aos eventos
envolvidos na formacao de amildides; as setas cinzentas indicam os passos do processo formagdo das estruturas
amiloides, ainda ndo completamente clarificados. Por exemplo a identidade das espécies precursoras
amiloidogénicas, das espécies citotdxicas ou das espécies que podem ser alvo de degradacdo ainda é objeto de estudo;
as setas a tracejado indicam os processos que ndo sdo favorecidos; CH sdo chaperones e catalisadores de folding
(Mufioz, 2008).

1.3.1 Fatores que favorecem a formacao de agregados amildides

No ambiente celular, 0 comecgo da agregacéo pode ser desencadeado por qualquer
fator que resulte num aumento da concentragdo do precursor amiloidogénico,
deslocando assim o equilibrio entre as moléculas corretamente enroladas e parcialmente
desenroladas. MutagGes nas proteinas, mudancas ambientais e modificagcbes quimicas
sdo relatadas como favoraveis a formacéo de fibrilhas em diversas proteinas patoldgicas
(Mufioz, 2008).

As mutagdes podem modular a extensdo da formacgdo de amildides, reduzindo a

estabilidade conformacional da proteina ou aumentando especificamente a tendéncia
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para formar amiloides. Interagdes com componentes celulares podem também favorecer
a formacdo de amil6ides. Tém sido relatadas associaces de diversas proteinas com
depdsitos amildides encontrados na doenca de Alzheimer e em outras doencas do
sistema nervoso central ou em desordens sistémicas. Estudos in vitro e in vivo
demonstraram que muitos destes elementos podem regular a formagdo de amildides
(Mufioz, 2008). Algumas evidéncias indicam que glicoproteinas presentes na matriz
extracelular podem estar implicadas na patofisiologia das amildides, provavelmente
através da estabilizacdo das fibrilhas (Guest et al., 2011; Mufioz, 2008). Também tém
sido relatadas varias mutacdes pontuais, associadas a formas genéticas das doencas
pridnicas. Muitas delas estdo localizadas no dominio globular C-terminal e por isso
acredita-se que esta regido esteja diretamente associada a formacdo de fibrilhas e
agregados. No entanto, ndo se pode desprezar a importancia da regidao N-terminal
(Cordeiro et al., 2005).

Valores de pH &cido e iBes metélicos parecem também estar relacionados com a
aceleracdo da formacéo de fibrilhas in vivo. Varios estudos propdem que a formacao de
fibrilhas se da no sistema endossomal, que apresenta pH acido, enquanto que a ligacdo
dos péptidos a ides metalicos induz uma mudanca conformacional nas folhas B, que
favorece a formacdo das fibrilhas (Guest et al., 2011; Mufioz, 2008).

Outros fatores que podem favorecer a formacédo de amildides sdo as modificacdes
pos-traducionais covalentes das proteinas, como a fosforilacdo e a glicosilacdo, por
exemplo, e condi¢fes que aumentem a acumulacdo de intermediarios enrolados
incorretamente, tais como choques térmicos, stress oxidativo e modificagdes quimicas
(Muhoz, 2008).

1.3.2 Toxicidade dos agregados

A maioria das proteinas deve adquirir estruturas tridimensionais bem definidas, a
fim de cumprir as suas fungdes bioldgicas. Este processo fundamental é auxiliado por
uma complexa maquinaria celular de chaperones moleculares, que atuam para evitar o
misfolding e a agregacéo. A falha de uma proteina para se enrolar corretamente, ou para
reter o seu estado nativo, tem emergido como a causa de vérias doengas. O folding
incorreto da proteina é frequentemente o resultado de mutacBes desestabilizadoras e

pode causar a perda de fungdes criticas. Contudo, num numero cada vez maior de
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doencas, o misfolding e a agregagdo resultam num ganho de funcdo téxica (Olzscha et
al., 2011).

Existem atualmente fortes evidéncias indicando que a formacéo de amildides é a
causa ou pelo menos o evento central na patogénese das amiloidogeneses e ndo uma
consequéncia da doenga. Durante as ultimas duas décadas, muitos modelos animais
(nematode Caenorhabditis elegans, mosca da fruta Drosophila melanogaster e rato Mus
musculus) foram wusados para estudar a expressdo das principais proteinas
amiloidogénicas na sua forma nativa (wildtype) ou em versées com mutagdes (Mufioz,
2008).

A presenca de depoésitos amilGides associados a doengas amiloidogénicas sugeriu,
inicialmente, que as fibrilhas maduras sdo as espécies responsaveis pela disfuncédo e
morte celular. Porém, estudos feitos com material post-mortem mostraram que a
acumulacgéo de fibrilhas amil6ides nos neurdnios ndo esta sempre correlacionada com a
degeneracdo celular e com os sintomas clinicos (Mufioz, 2008). Por exemplo, em alguns
animais modelo com Alzheimer, ou TSE ou doenca de Huntington os danos neuronais e
os sintomas clinicos eram observados antes da detecdo de agregados amildides. Além
disso, estudos feitos em animais infetados com scrapie, através de microscopia
eletronica, revelaram a presenca de estruturas ndo fibrilhares dentro do espaco
extracelular bem antes da detecdo de fibrilhas amil6ides (Sanghera et al., 2008). Estes
estudos indicam que as fibrilhas amiléides ndo sdo a forma tdxica. Em vez disso, 0s
intermediarios oligoméricos ndo-fibrilhares, formados ao longo do mecanismo de
fibrilhacdo, parecem ser a entidade responsavel pela toxicidade celular. Seguindo este
raciocinio, é possivel que durante o processo de conversdo da PrP® para PrP*°, estados
oligoméricos intermediarios se acumulem. De facto, tem sido relatado que os
oligbmeros sdo a espécie mais infeciosa nas doencas prionicas (Jain & Udgaonkar,
2011), os quais induzem disfuncéo celular e apoptose neuronal (Sanghera et al., 2008).

Assim, é necessario identificar e compreender a natureza destas entidades toxicas,
a estrutura e estabilidade termodinamica e cinética dos intermediarios formados durante
0 desenvolvimento amildide, assim como as interaches destas espécies com as
membranas bioldgicas e outras macromoléculas dentro e fora das células (Radford &
Weissman, 2012).

Apesar dos mecanismos ainda ndo serem inteiramente compreendidos, sugeriu-se
que os oligébmeros mais heterogéneos podem expor superficies hidrofébicas que podem

mediar intera¢bes anormais com outras proteinas, levando a um perturbacéo funcional e
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“sequestro”. Um outro modelo diz que, proteinas enroladas incorretamente (misfolded
proteins) ao interagirem com componentes celulares como proteossomas e chaperones
podem interferir com os mecanismos de controlo de qualidade na célula e com os
mecanismos de limpeza, resultando possivelmente numa propagacdo dos defeitos no
processo de folding. Finalmente, com base em experiéncias com membranas modelo,
verificou-se que os intermediarios oligoméricos podem comprometer a integridade das
membranas lipidicas, as quais sdo vistas como o primeiro alvo da toxicidade amildide
(Olzscha et al., 2011).

Foram propostos diversos mecanismos que explicam como € que estas espécies
toxicas podem causar perturbacdes na membrana. A “hipétese canal” (channel
hypothesis) postula que as protofibrilhas formariam poros membranares nao-especificos
resultando num desequilibrio do contetido de ides na célula. Foi proposto recentemente
que estas perturbacdes podem também ocorrer através de um mecanismo de formacéo
de poros independente, como a alteracdo na fluidez da membrana ou na sua
condutancia. Outra via também proposta é baseada na interacao de oligdmeros com ides
metalicos (Cu* ou Fe®") produzindo peréxidos (H,O,). A peroxidacio de proteinas e
lipidos através deste processo pode comprometer as fungBes normais das proteinas
membranares (ATPases, glucose, transportadores de glutamato) (Mufioz, 2008).

Todas estas vias de toxicidade podem atuar sinergicamente, perturbando a
homeostasia idnica e 0 metabolismo energético, e assim, com niveis de stress oxidativo
relativamente baixos 0s neurdnios podem tornar-se vulneraveis a citotoxicidade e ocorre
apoptose celular. Para além destes mecanismos, as patogéneses amil6ides podem ser
causadas por perda de funcdo da proteina solivel ou mesmo pela acumulacdo das
fibrilhas (Mufioz, 2008).

Como ja exposto anteriormente, sabe-se que ainda ndo foram desenvolvidas
terapéuticas ou medicamentos para a cura destas doencas associadas a deposicdo de
amiloides no cérebro. Porém, tém surgido evidéncias de que é possivel inibir ou reduzir
a fibrilhacdo, assim como destabilizar fibrilhas ja existentes. Estdo a ser estudadas
moléculas/compostos que sejam capazes de restringir a formacdo de espécies
fibrilhares, podendo esta ser uma medida de prevencdo das doencas amiloidogénicas
(Liu et al., 2010).
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1.4 Estabilidade de proteinas e efeito dos osmolitos

Estudos conduzidos in vitro permitiram observar que algumas proteinas tendem a
agregar durante o seu refolding, quando o agente que provocou a sua desnaturagédo é
retirado. Os residuos ndo polares expostos durante a desnaturagdo intervém nessa
agregacdo. As interacBes intramoleculares levam ao folding das proteinas, conduzindo
assim a estrutura nativa das mesmas, enquanto as interacfes intermoleculares levam a
agregacao das proteinas. Uma das estratégias para prevenir esta agregacdo pode basear-
se na adicdo de co-solventes e solutos as solucBes proteicas, nomeadamente
aminoacidos, sais e osmolitos (Das et al., 2007).

Enquanto alguns compostos estabilizam a estrutura nativa das proteinas, outros
destabilizam ou desnaturam a sua estrutura. Porém, ha também outros que suprimem
efetivamente a agregacdo (Hamada et al., 2009). Os efeitos destes aditivos na
solubilidade das proteinas, na estabilizacdo e agregacao tém sido explicados a partir de
3 abordagens: os efeitos dos aditivos na estrutura da agua; as interacdes dos aditivos
com as cadeias laterais de aminoacidos e com as ligacdes peptidicas; e as interacdes
preferenciais dos aditivos com as proteinas (Arakawa et al., 2007).

A ureia e a guanidina s&o os desnaturantes proteicos mais utilizados e exercem o
seu efeito através da rutura das interagdes intra e intermoleculares, conduzindo a
desnaturacdo e solubilizacdo das proteinas. O efeito positivo da guanidina na supressdo
da agregacdo durante o refolding da proteina é devido a solubilizacdo das fracOes
hidrofébicas que séo expostas ao solvente no folding dos intermediarios e nas espécies
enroladas incorretamente (Hamada et al., 2009).

O SDS (sodium dodecyl sulfate) € um detergente anidnico que confere carga
negativa as proteinas e as desnatura, ligando-se a regides hidrofobicas do polipéptido.
Contudo, o SDS pode ligar-se a proteina muito fortemente, sendo que a dilui¢do ou a
didlise ndo dissociam completamente as moléculas de SDS. Ciclodextrinas podem ser
usadas para remover o SDS de proteinas. Esta combinacdo, detergente de solubilizacédo
e ciclodextrinas (acUcares ciclicos hidrofobicos), é designada como chaperone artificial.
Estes chaperones previnem a agregacao proteica através da formacdo de um complexo
detergente-proteina, no qual o detergente protege as regides hidrofobicas do polipéptido
nédo enrolado, sendo o detergente depois removido pela adi¢do de agentes de extragéo.
No entanto, este método ndo é muito versatil devido a ser um processo complicado e

devido a toxicidade do detergente (Hamada et al., 2009).

12



1. INTRODUCAO

Para além dos detergentes sdo também utilizados surfactantes, que ndo se ligam
tdo fortemente a proteina como os detergentes sendo assim mais favoraveis para a
supressdo dos agregados (Hamada et al., 2009).

Existem ainda aditivos tais como aminoacidos (por exemplo, a arginina),
determinados sais de catides divalentes (por exemplo, MgCl,) e certos &lcoois
polihidricos que, para além de estabilizarem ou destabilizarem a proteina, parecem

restringir a formacao de agregados proteicos (Hamada et al., 2009).

Tanto as células procariotas como eucariotas, quando submetidas a condigdes
ambientais adversas, como stress em extremos de temperatura e pH, desidratagédo
celular e altas concentracGes de sal extracelular, adotam uma estratégia comum na
protecdo das suas proteinas, produzindo substancias organicas de baixo peso molecular
designadas osmolitos (Jamal et al., 2009; Singh et al., 2011).

Os osmolitos sdo portanto pequenas moléculas orgénicas que aumentam a
capacidade das células para reagirem ao stress, nomeadamente osmaotico, e que, apesar
de se acumularem na célula em elevadas concentragdes, sdo compativeis com o
metabolismo celular. Ao contrario dos ides inorganicos, que também podem ser
utilizados para adaptacdo ao stress extracelular, os osmoélitos ndo interferem
negativamente com a estrutura ou com a funcdo das macromoléculas biologicas
(Macchi et al., 2012).

Os osmolitos podem ser divididos em 3 classes quimicas: polidis, aminoacidos e
seus derivados e metilaminas (figura 1.5) (Jamal et al., 2009; Singh et al. 2011). Estes
osmolitos sdo estabilizadores de proteinas e podem ter um efeito indutor do refolding de
proteinas enroladas incorretamente. Parecem também ser capazes de suprimir as

agregacdes proteicas (Jamal et al., 2009).
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Figura 1. 5 — Estrutura quimica representativa dos compostos osmolitos dentro de cada classe: aminoacidos e
derivados, poliois e metilaminas. Para cada classe sdo apresentados dois exemplos (Singh et al. 2011).

Apesar dos diversos estudos que tém investigado o efeito dos osmdlitos no folding
de proteinas, poucas investigacdes foram realizados sobre o efeito dos osmolitos na
fibrilhacdo das proteinas. Em geral, é dificil prever como é que os osmolitos afetam a
agregacdo proteica. Por exemplo, alguns osmolitos tais como aminoacidos e
metilaminas podem ligar-se de forma relativamente forte a proteinas ou podem alterar
0s seus padrdes de hidratacéo, podendo assim influenciar as interacdes proteina-proteina
— interagOes intermoleculares — e a estrutura do agregado resultante (Macchi et al.,
2012). A influéncia dos osmdlitos na agregacdo proteica € de grande importancia, visto
gue muitas doencas, como a doenca de Huntington, Alzheimer e Parkinson sdo
etiologicamente correlacionadas com a deposi¢do de agregados proteicos (Ignatova &
Gierasch, 2006).
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1.4.1 Arginina

A arginina é um aminoacido com um ponto isoelétrico de 10,8 e apresenta uma
cadeia lateral basica, semelhante ao agente desnaturante guanidina (Quintas et al., 2008;
Liu et al., 2010). Este aminoacido tem 3 grupos metilenos hidréfobos ¢ um grupo &-
guanidino com caracteristicas fortemente basicas na sua cadeia lateral (figura 1.6). Em
animais, a arginina é um produto do ciclo da ureia sintetizado a partir da ornitina.
Apesar de ser sintetizada em mamiferos, é considerada um aminoacido essencial pois é

necessaria em maior quantidade que a produzida por esta via (Quintas et al., 2008).

CO0 ©

o | o
HaN — C.— COO

CHao

CHo

RN

Arginina
Arg
R

Figura 1. 6 — Estrutura do aminoacido arginina (Quintas et al., 2008).

A arginina é um dos reagentes mais Uteis para o auxilio do refolding de proteinas
recombinantes (Arakawa et al., 2007; Alibolandi & Mirzahoseini, 2011). E também
considerada muito Gtil na prevencdo de agregados proteicos, formados devido a
diluicdes, aguecimento ou a enrolamentos parciais da proteina. A arginina ndo altera o
equilibrio do processo de folding, apenas previne a associacao de proteinas desnaturadas
ou parcialmente enroladas. Além disso, a supressdo da agregacdo de proteinas pela
arginina pode ser atribuida a desaceleracdo de reacGes de associacdo proteina-proteina
(Das et al., 2007; Liu et al., 2010; Alibolandi & Mirzahoseini, 2011). Entre os
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aminoacidos, a arginina € o supressor mais eficaz da agregacdo de varias proteinas,
induzidas pelo calor (Hamada et al., 2009).

Foi proposto por Traube em 1918, que 0s sais que aumentam a tenséo superficial
da agua mais fortemente sdo mais eficientes na diminuicdo da solubilidade de gases
inertes. Mais tarde, foram correlacionados os efeitos dos sais na tensédo superficial da
agua com os seus efeitos na solubilidade das proteinas, sendo que, 0 aumento da tensao
superficial da agua através de sais ira diminuir a solubilidade das proteinas. Arakawa et
al. (2007) comprovou que a arginina aumenta a tensdo superficial da agua. Entdo é
evidente que a tensdo superficial da agua ndo pode explicar o efeito da arginina como
supressor da agregacao.

Por outro lado, observou-se que a arginina apresenta uma interacdo favoravel com
a cadeia lateral dos aminacidos (tanto hidrofébico como hidrofilicos) e com as ligagdes
peptidicas, ou seja, ocorre ligacdo do aditivo a proteina, o que leva consequentemente a
um aumento da solubilidade da proteina. Estas interacdes podem reduzir as interagdes
eletrostaticas (ligacbes de hidrogénio e interacfes ionicas) e hidrofdbicas, sendo que
superam o efeito de tensdo superficial da agua, permitindo assim a ligacdo da arginina a
proteina (Arakawa et al., 2007).

Assim, apesar da sua ligacéo limitada a proteina, a arginina é realmente uma forte
supressora das agregacOes proteicas, sendo no entanto necessaria uma concentracdo

elevada devido a sua interacdo com as proteinas ser muito fraca (Arakawa et al., 2007).

1.4.2 Glicerol

O glicerol é um poliol de baixo peso molecular, que apresenta trés grupos
hidroxilo (-OH) na sua estrutura (Mishra et al., 2005).

O glicerol é conhecido por alterar o conjunto de proteinas nativas para estados
mais compactos, reduzir a flexibilidade das proteinas, estabilizar intermediarios
parcialmente enrolados e inibir a agregacdo proteica tanto de proteinas no estado nativo
como em estados ndo nativos, incluindo a amiloidogénese proteica. No entanto, uma
visdo mecanicista na estabilizagcdo de proteinas e prevencdo da agregacdo de proteinas
através do glicerol ainda ndo é totalmente clara (\Vagenende et al., 2009).

O glicerol tem sido descrito como um estabilizador de proteinas e o seu

mecanismo de estabilizacdo foi elucidado por Gekko e Timasheff, que propdem que o
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seu efeito hidrofébico é o responsavel pela estabilizagdo (Mishra et al., 2005). O
glicerol conduz ao aumento das interacdes hidrofobicas, como consequéncia de um
aumento da ordem de solvente em torno das proteinas. Comparando com 0s outros
polidis, o glicerol é um estabilizador da conformacédo das proteinas e tem propriedades
invulgares que diminuem a tenséo superficial da gua e aumentam a sua viscosidade. O
glicerol, em qualquer concentracdo, aumenta a estabilidade de proteinas. Porém, em
concentragdes muito elevadas (por exemplo, 9 M) diminui a velocidade de refolding,
possivelmente devido ao aumento da viscosidade. Este efeito cinético pode resultar
numa agregacdo atraves de mecanismos que conduzem a formacdo de amilbides
alternativos a via de refolding. Uma concentragdo de glicerol 6tima parece ser critica
para alcancar um equilibrio entre o seu efeito estabilizador baseado em principios
termodinamicos e o seu efeito na cinética do folding (Mishra et al., 2005; Alibolandi &
Mirzahoseini, 2011).

Estudos feitos com uma proteina dimérica, citrato sintase (CS), propensa a
formacdo de agregados durante o refolding in vitro, demonstraram que o glicerol
melhora o rendimento do refolding, a temperaturas elevadas (30-35°C), evitando assim
a agregacdo desta proteina (Mishra et al., 2005). E também demonstrado que em
determinadas concentragfes, o glicerol ajuda na estabilidade da proteina contra a
desnaturacdo induzida pelo cloreto de guanidina (GdnHCI) e pela ureia. Pode-se
concluir que o melhoramento do rendimento de refolding esta correlacionado com a
supressdo da agregacao proteica.

Tatzelt et al. (1996) demonstraram que o glicerol previne a conversio da PrP® em
PrP*, reduzindo a extenséo da conversdo da PrP® numa forma insoldvel semelhante &
PrP*°. Estes efeitos do glicerol sio dependentes da sua concentracéo e do tempo que

estdo em contacto com a protel'na.
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1.5 Proteinas usadas neste trabalho
Foram utilizadas duas proteinas recombinantes neste trabalho. Sendo uma delas a
proteina pridnica de ratinho (PrP) e outra a proteina ribossomal S6 do Thermus

thermophilus.

1.5.1 Proteina priénica de ratinho

Como ja foi referido, a proteina prionica celular € uma glicoproteina e apresenta
na sua estrutura duas sequéncias sinal: uma no terminal-N, para o direcionamento da
proteina para o reticulo endoplasmético (RE), onde a proteina sofre modificagdes pos-
traducionais, e outra na extremidade C-terminal, onde estd presente uma cauda
glicosilfosfatidilinositol (GPI), a qual se ira ligar a superficie da membrana celular. O

dominio C-terminal é a regido globular estruturada da proteina (figura 1.7).

Figura 1. 7 — Representacdo da estrutura secundaria do C-terminal da proteina pridnica de rato (residuos 124-226)
(Protein Data Bank, cddigo: 1AG2).

Como esta proteina estd associada a diversas doencas neurodegenerativas, €
importante estudar a formacdo de fibrilhas amildides in vitro e a sua toxicidade nas
células neuronais. Neste trabalho é entdo utilizada a proteina pridnica de ratinho com
211 aminoécidos e um peso molecular de 23163 Da. Esta apresenta uma ligacdo
dissulfureto ligando as hélices o 2 e 3, porém ndo apresenta modificacbes pos-
traducionais, como glicosilacdes e a cauda GPI, ja que a Escherichia coli ndo possui
mecanismos para as efetuar. E também utilizada uma versdo curta da proteina prionica
onde se eliminaram os aminoacidos 23 ao 128, designada como PrP4»s3.128, para verificar
se a regido ndo estruturada também esta associada a formacdo de fibrilhas e a morte

celular.
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As sequéncias da PrP;3.231 € PrPa»3-12g €stdo apresentadas no anexo 1.1.

1.5.2 Proteina S6 de Thermus thermophilus

A proteina ribossomal S6 da subunidade pequena do ribossoma de Thermus
thermophilus tem 101 aminoacidos e a sua estrutura consiste em 4 cadeias antiparalelas
B e 2 hélices o num dos lados da estrutura (figura 1.8). Apresenta um ponto isoelétrico
de 6,6, ndo tem pontes dissulfureto e tem apenas um residuo de triptofano, caracteristica
adequada para estudos de fluorescéncia (Lindahl et al., 1994). E uma proteina bem
caracterizada e com capacidade para formar agregados fibrilhares, ap6s um longo
periodo de incubacdo a pH baixo e com elevadas concentracGes de sal (Otzen et al.,
2008).

Figura 1. 8 — Representacédo da proteina ribossomal S6 do Thermus thermophilus. As 2 hélices o estdo representadas
a azul claro e amarelo (Protein Data Bank, cddigo: 1CQM)

Esta proteina ndo esta associada com qualquer patologia resultante de misfolding
proteico e é utilizada neste trabalho com uma proteina modelo com o objetivo de
observar se todas as proteinas que formam agregados sdo ou ndo sdo toxicas para as

células neuronais.
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2. METODOLOGIA

2.1 Materiais e reagentes
A lista de reagentes e equipamentos mais relevantes utilizados neste trabalho esta

apresentada no anexo 2.4.

2.2 Producdo e purificagdo da proteina pridnica

A proteina pridnica recombinante de ratinho foi expressa no citoplasma de células
de Escherichia coli BL21 (DE3) e purificada através de cromatografia de afinidade,
utilizando uma matriz de niquel.

A E. coli é um dos sistemas de expressdo mais usado na producdo de proteinas
recombinantes. Porém, muitas destas proteinas, nomeadamente a proteina pridnica,
acumulam-se em agregados insollveis, designados corpos de inclusdo. Para obtencéo da
proteina ativa é necessario efetuar o refolding destas proteinas a partir dos corpos de
inclusdo. Os corpos de inclusdo sdo entdo isolados por centrifugacdo, solubilizados
numa solucdo contendo ureia e de seguida efetua-se o refolding e purificacdo da
proteina (Gerami et al., 2011). Outra informacdo relevante é a cauda de histidinas
presente na proteina. Esta proteina foi expressa com uma cauda de histidinas, composta
por 17 aminoacidos (MRGSHHHHHHGLVPRGS), ligada ao N-terminal e com um
local de clivagem especifico para a trombina (entre os residuos Arg-15 e Gly-16). O
passo critico na producdo da proteina é a renaturacdo da proteina para a sua estrutura
nativa. O refolding da proteina é efetuado com a proteina ligada a coluna de niquel,
através da cauda de histidinas, prevenindo a agregacdo da proteina e favorecendo a
formacdo de pontes intramoleculares de dissulfureto. Com o uso da trombina, é possivel
clivar a cauda de histidinas no N-terminal sem hidrolisar a cadeia polipeptidica da PrP
que ndo tem nenhum local de reconhecimento para a trombina (Zahn et al., 1997).

As proteinas recombinantes utilizadas neste estudo foram a proteina de ratinho
completa, designada por PrP,3,3; € uma versdo curta, onde foram eliminados 0s

aminoacidos do 23 ao 128, designada como PrPa»s3.12g (figura 2.1).

21



2. METODOLOGIA

Figura 2. 1 — Esquema representativo de ambos os constructs da proteina pridnica utilizados (PrPs.o31 € PrPass.108).

Os nimeros em cima indicam os residuos de aminoacidos e as linhas verticais tracejadas delimitam a regido em falta

no mutante da PrP em comparacéo com a versdo completa da PrP (linha preta em cima) (adaptado de Cordeiro et al.,
2005).

A composicdo dos meios e solucGes preparados para este procedimento é

apresentada no anexo 2.2.

2.2.1 Processo de producdo e purificacdo da proteina

2.2.1.1 Producéo da PrP

O processo de producéo foi iniciado com a transformagao das células competentes
(ver protocolos da preparacdo de células competentes e extracdo de DNA plasmideo no
anexo 2.1).

A uma aliquota com 100 pl de células competentes BL21 (DE3) foram
adicionados 2 ul de DNA plasmidico (gene da PrP clonado no vetor pRSET-A, ver
vetor no anexo 2.5); apds permanecer em gelo durante 30 minutos, a solucdo foi
submetida a um choque térmico durante 50 segundos, numa placa de agquecimento
(Biosan TS-100, Grant) previamente aquecida a 42°C. As células foram colocadas
novamente em gelo durante 5 minutos. Posteriormente foram adicionados 250 ul de
meio LB (Luria Broth medium) e as células foram incubadas durante 1 hora, a 37°C. De
seguida, plaquearam-se as células, em placas de Petri com LB, agar e 100 pg/ml de
ampicilina e foram incubadas a 37°C overnight, numa estufa de esterilizacdo e secagem
(modelo EN 400). No dia seguinte, foi repicada uma colénia isolada para cada um dos
baldes de Erlenmeyer (250 ml) com 50 ml de meio, onde foram previamente
adicionados 50 ul de ampicilina (100 mg/ml). As células ficaram a crescer na orbital
(Agitorb 2001C) durante 16h, a 37°C com agitacdo de 180 rpm.

A fermentacéo é iniciada com uma DOggo nm de 0,1. Para tal, é necessario medir as
densidades oOticas dos pré-indculos num espetrofotometro UV/visivel (Shymadzu UV-
1700, PharmaSpec), para calcular a quantidade adequada a adicionar a 500 ml de meio

nos Erlenmeyer de 2 L, os quais foram previamente suplementados com 500 pl de
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ampicilina (100 mg/ml). Foram monitorizadas as densidades o6ticas ao longo do tempo
de fermentacdo e quando esta atingiu a sua fase exponencial (DOggo nm entre 0,6-0,8)
induziu-se a expressdo da proteina com 500 ul de uma solucéo de IPTG 1M (Isopropyl-
S-D-Thiogalactopyraosid). A fermentacdo durou, aproximadamente, 4-5 horas a 37°C,
com agitacdo de 180 rpm. Para se poder comprovar a expressdo da proteina foi
recolhida uma aliquota de 1 ml da cultura antes da adi¢do do IPTG e no final da
fermentacéo, que foi centrifugada (Biosan® TS-100, Grant) a 13000 rpm durante 5
minutos e analisada num gel de SDS-PAGE (ver subcapitulo 2.1.1.3).

Terminada a fermentacédo, os meios séo centrifugados (5810R, eppendorf) durante
30 minutos, a 4000 rpm, 4°C; o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
20 ml do tampéo B, pH 7.0, (ver composi¢do no anexo 2.2) ao qual sdo adicionados 20
ul de uma solucéo de PMSF 100 mM (phenylmethanesulfonyl fluoride), para inibi¢do de
protéases. Segue-se a lise celular através de sonicacdo, 5 ciclos x 2 minutos a p=9 (os
ciclos utilizados dependem do equipamento utilizado).

A suspensdo celular (detritos celulares e corpos de inclusdo contendo a PrP) foi
centrifugada (Beckman J14-MC) durante 45 minutos, a 18000 rpm, 4°C (para deposi¢édo
dos corpos de inclusdo no pellet). O sobrenadante é descartado e o pellet solubilizado
em 20 ml de tampdo G (ver composi¢do no anexo 2.2) para desnaturacdo da proteina
através da ureia, permanecendo 1 hora a 4°C, sob agitacdo. Para remocdo dos detritos
celulares é realizada nova centrifugacdo (Beckman J14-MC) durante 45 minutos, a
18000 rpm, 4°C; sendo o pellet descartado e o sobrenadante armazenado para

purificacéo.

2.2.1.2 Purificacdo da PrP
A purificagdo da proteina é realizada através de um processo cromatografico de
afinidade por metais, utilizando uma matriz de Ni-NTA (QIAGEN) empacotada numa
coluna XK16 (GE Healthcare Life Sciences). Este processo decorre num sistema de
purificacdo AKTA FPLC 900 (GE Healthcare Life Sciences), controlado pelo software
Unicorn.
Apds lavagem (ver protocolo da lavagem da matriz em anexo 2.3), a matriz foi

equilibrada no tampdo G, pH 7.0 (tampéo onde esta equilibrada a proteina) e colocada
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em contacto com a solugdo proteica; permaneceu no agitador orbital vertical (Duomax
1030, Heidolph®), overnight.

No dia seguinte, a matriz foi empacotada na coluna XK16, com o auxilio de uma
vareta e com cuidado para ndo deixar bolhas de ar. Antes de colocar a coluna no AKTA,
procedeu-se a sua lavagem e equilibrio, com agua destilada e tampBes cromatogréficos.
A coluna foi conectada no AKTA e equilibrada no tampéo G, pH 7.0, com um fluxo de
1 ml/min, até a absorvancia a 280 nm se apresentar estavel.

Para eliminar a ureia e fazer o refolding da proteina, foi iniciado um gradiente de
0 a 100% com o tampdo B, pH 7.0, durante 6-8 volumes de coluna, a um caudal de 1
ml/min; o gradiente termina quando se verificar um valor de condutividade e
absorvancia estavel.

A eluicdo da proteina da-se com a injecdo do tampéo C, pH 7.0, (ver composicao
no anexo 2.2) no sistema. Este tampdo contém imidazole, que interage com a matriz,
libertando a proteina. A recolha da amostra foi iniciada quando a absorvéncia a 280 nm
comegou a aumentar, formando um pico indicativo de que a proteina esta a sair da
coluna. Quando a absorvancia estabilizou, terminou-se a recolha.

Substituiu-se o tampdo C pelo tampdo B, para eliminar o imidazole e de seguida
reequilibrou-se novamente a coluna com tampdo G. Depois de utilizada, a matriz é
lavada com etanol 20% e armazenada a 4°C para posterior utilizacéo.

Apbs a eluicdo da proteina prosseguiu-se entdo para a eliminacdo da cauda de
histidinas da proteina que era essencial para a ligacdo da proteina a matriz de niquel. Foi
adicionada uma solucao de trombina numa concentracdo de 0,1 U/ml. Como o pH 6timo
para a trombina atuar é de 8.0-8.5, o pH da proteina eluida foi previamente ajustado de
7.0 para 8.0, com uma solucdo de NaOH concentrada. A trombina ficou a atuar durante
6h, com agitacdo magnética, a temperatura ambiente.

Para remoc¢éo da trombina adicionou-se 100 ul de p-aminobenzamidina-agarose
(em excesso) durante 1 hora, a 4°C. A solucdo foi depois filtrada, com um papel de
filtro Whatman n°1 e de seguida dialisada contra dgua destilada durante 24 horas (a
agua foi trocada pelo menos 3 vezes); foram utilizadas mangas de dialise com um cut-
off de 12 kDa, permitindo conservar a proteina dentro da manga e deixando sair a cauda
de histidinas e o imidazole. Por fim, a solucédo proteica foi liofilizada (Modulyo D-230,

Thermo Scientfic) e armazenada a -80°C, para posterior utilizag&o.
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Ambas as versdes da PrP (23-231 e A23-128) seguem a mesma metodologia de

producéo e purificacéo.

2.2.1.3 SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida, utilizando o detergente SDS (sodium
dodecyl sulfate) para desnaturar a proteina e conferir carga negativa uniforme, é uma
técnica usada para separacdo proteinas de acordo com a sua mobilidade eletroforética.

Os géis de poliacrilamida sdo polimerizados em duas camadas para que as
misturas proteicas possam ser concentradas antes da corrida no gel, o que permite um
aumento da resolucdo. A mistura reacional que ocorre na formagao dos géis inclui, para
além da acrilamida e do SDS, bis-acrilamida (V,N -metilenebisacrilamida) que funciona
como cross-linker, um tampdo de pH adequado, persulfato de amonio (APS -
ammonium persulfate) usado como perédxido iniciador (a reacdo de polimerizacdo da
acrilamida é catalisada pela presenca de radicais livres) e TEMED (N,N,N’,N’-
tetramethylethylenediamine) que atua como catalisador da reacéo.

Para este trabalho foi usado um sistema Mini Protean da BIORAD®, o qual
permite correr 2 géis simultaneamente, com as dimensfes 83 mm (largura) x 70 mm
(altura) x 1 mm (espessura). Os geis foram preparados com duas camadas — stacking
(camada de concentracdo) e resolving (camada de resolugdo) — com concentracdes

distintas, a tabela 2.1 apresenta a composicao das camadas, indicada para dois géis.

Tabela 2. 1 — Reagentes e quantidades utilizadas para a preparagdo de 2 géis SDS-PAGE.

Resolving Gel (12%) | Stacking Gel (5%)

Agua MiliQ (ml) 43 2,9
1,5M Tris HCI pH8.8 (ml) 2,5 -

1M Tris HCI pH 6.8 (ml) - 0,5

Acrilamida/Bis 40% (ml) 3,0 0,5

10% SDS (ul) 100,0 40,0

10% APS (ul) 100,0 40,0

TEMED (ul) 10,0 4,0

Total (ml): 10,0 4,0
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Apos a polimerizagdo dos géis, estes sdo colocados num suporte dentro de uma
tina, a qual foi preenchida com tampéo de corrida. Este tampao foi preparado a partir de
uma solucdo 10 vezes mais concentrada (ver composi¢cdo no anexo 2.2).

O procedimento para a preparacdo das amostras a correr nos geis, decorreu do
seguinte modo: as amostras foram fervidas (100°C) durante 5 minutos, na presenca de
um tampdo contendo um agente redutor diluido de 1:4 — loading dye (ver composi¢éo
em anexo 2.2) — que ajuda a desnaturar a estrutura tridimensional das proteinas. As
amostras foram entdo carregadas nos pocos do gel (geralmente sdo carregados 10-20 pl
de amostra); foi também carregado no gel o marcador Precision Plus™ Protein
Standards All Blue da Biorad®, como referéncia para ser possivel analisar,
posteriormente, o peso molecular das proteinas. Foi aplicada uma corrente elétrica sob
0s geis; inicialmente de 50/60 V e passados uns 15/20 minutos aumentou-se a corrente
para 100 V.

No final da corrida, os géis foram corados com o corante Azul de Coomassie (ver
composigdo em anexo 2.2), durante aproximadamente 1 hora com agitagdo suave.
Quando corados, foram transferidos para uma solucdo descolorante (10% de acido
acetico e 30% de etanol) o tempo necessario para ser possivel visualizar as bandas das
proteinas. Foram tiradas fotografias aos géis num sistema de documentacdo de géis
(Alpha Imager), para posterior analise.
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2.3 Formacao de agregados fibrilhares

A proteina liofilizada foi posteriormente usada para a formacdo de agregados
fibrilhares, a fim de estudar a toxicidade que estes provocam em células neuronais.
Durante este processo foi avaliado o desenvolvimento das fibrilhas em situa¢des padrdo
(tampéo acetato de soédio 20 mM) com diferentes concentragdes de osmolitos: glicerol a
0,9el8Meaargininaa0,2e0,3 M.

Este procedimento foi feito para ambas as versdes da PrP (23-231 e A23-128).

As solucgdes preparadas para este processo estao descritas no anexo 2.2.

Solubilizou-se 130 uM da proteina liofilizada numa solugdo de GdnHCI1 6M, pH
5.5 (ver composicdo no anexo 2.2). A concentracdo desejada foi obtida monitorizando a

absorvancia numa gama entre 260 e 340 nm e empregando a Lei de Lambert-Beer com
0 valor da Abszsonm € 0 coeficiente de extingdo molar (€prpz-231 = 63495 Mtem?

Eprpazs-128 = 20525 Mt.cm™)

Foram preparados 5 ensaios, para cada uma das condigdes a testar, com uma
concentragdo de proteina final de 22 pM, num volume final de 1 ml; s&o também
preparados brancos (sem a proteina), para verificar se existem interferéncias de algum
dos componentes na fluorescéncia da tioflavina T (ThT), usada para seguir 0 processo
de fibrilhacdo. A fibrilhacdo decorre em eppendorfs numa placa de aquecimento (TS-
100 Biosan®) a 37°C com agitacdo de 800 rpm.

A formacao de fibrilhas foi monitorizada utilizando uma solucdo de tioflavina T
25 uM (ver composi¢cdo no anexo 2.2), sendo as fibrilhas diluidas de 1:10. A ThT tem
sido amplamente utilizada na detecdo de amildides porque aumenta a sua fluorescéncia
quando se liga a estes agregados (Liu et al., 2010). A ThT insere-se nos espacos
formados entre as cadeias laterais dos aminoacidos que formam as folhas p (Sulatskaya
et al., 2011), aumentando a sua emissao de fluorescéncia a 485 nm, apds excitacdo a
444 nm. Inicialmente, a intensidade de fluorescéncia (IF) foi monitorizada de 4 em 4
horas para observar o inicio do desenvolvimento fibrilhar, passando depois a ser
monitorizada de 8 em 8 horas ou de 12 em 12 horas.

No final da fibrilhagdo (quando obtido um patamar na intensidade de
fluorescéncia da ThT) as fibrilhas foram centrifugadas (VWR, modelo 2416) a 7100g

durante 10 minutos. Para esterilizar as fibrilhas antes de as incubar com as células, estas
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foram colocadas sob luz ultravioleta durante 1 hora. Por fim, foram preparados 0s meios
para o crescimento das células animais contendo as fibrilhas obtidas nas diversas
condicdes. Para que todos 0s meios tivessem uma quantidade de fibrilhas semelhante,
foi feita a média dos 4 valores de intensidade de fluorescéncia da ThT superiores. As
fibrilhas que apresentavam o menor valor de intensidade de fluorescéncia adicionou-se
5 ml de meio OPTI-MEM (suplementado com 10% de FBS — Fetal Bovine Serum — e
1% de Penicillin Streptomycin). Nas restantes condigdes adicionou-se um volume de
meio superior, de modo a obter um valor igual de intensidade de fluorescéncia da ThT
(i.e., a mesma quantidade de fibrilhas).

Foram também preparadas fibrilhas da proteina S6. Para tal, solubilizou-se a
proteina numa concentracdo de 22 uM, numa solucdo de NaCl 0,4 M, pH 2. A
fibrilhacdo e a sua monitorizacdo decorreram do modo ja descrito anteriormente. Esta
proteina ja se encontrava produzida e purificada, pelo que ndo foi referida no capitulo
2.2.

2.4 Cultura de células N2a do neuroblastoma de ratinho

Foi utilizada uma linha celular derivada de células de um neuroblastoma de
ratinho (N2a cells) porque sdo um modelo muito utilizado para estudar a expressdo da
PrP® e a sua conversio em PrP*".

A cultura de células foi iniciada utilizando células congeladas em cryovials (a -
80°C), contendo 1 ml de 10% DMSO (dimethylsulfoxide) e 90% FBS. As células foram
descongeladas num banho a 37°C, centrifugadas em meio OPTI-MEM (suplementado
com 10% de FBS — Fetal Bovine Serum — e 1% de Penicillin Streptomycin) com uma
diluicdo de 1:10, durante 5 minutos a 1000 rpm, para retirar 0 DMSO; o sobrenadante
foi descartado e o pellet ressuspendido em meio; as células foram entdo expandidas em
T-Flasks 75 cm? em meio OPTI-MEM, até uma confluéncia de 80-90%.

Apbs obtida a confluéncia adequada, o meio foi aspirado e fez-se a lavagem com
tampéo PBS (Phosphate Buffered Saline). As células foram depois tripsinizadas durante
2 minutos, diluidas de 1:5 em PBS e centrifugadas, durante 5 minutos a 1000 rpm; o

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 5 ml de meio OPTI-MEM.
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Apos a ressuspensdo das células, pode ser feita nova expansao, para posterior
congelacdo, ou podem entdo ser iniciados os ensaios de neurotoxicidade e viabilidade

celular.

2.5 Neurotoxicidade das fibrilhas em células N2a avaliada com o fluoréforo
Hoechst 33342

O objetivo deste ensaio € avaliar a toxicidade das fibrilhas formadas nas diferentes
condigdes sobre a linha celular N2a de neuroblastoma de ratinho. As células s&o coradas
com Hoechst 33342 que é um corante fluorescente que ao entrar dentro das células se
liga a0 DNA e emite fluorescéncia, permitindo distinguir o ndcleo condensado
caracteristico das células apoptoticas.

Este ensaio foi iniciado com uma densidade celular de aproximadamente 10000
células/cm? em placas de 12 pocos, com uma érea de 3,8 cm?, nas quais se depositaram
previamente lamelas esterilizadas em etanol a 70%, permitindo posteriormente a sua
analise no microscépio. As células ficaram a incubar 16 horas, a 37°C numa incubadora
com 5% CO;, (Heracell 150, Heraeus).

Apos as 16 horas de incubacdo, para aderéncia das células a superficie, o meio foi
substituido pelo meio com fibrilhas. Foi preparado um pog¢o controlo — células N2a +
meio OPTI-MEM sem fibrilhas — e 5 pocos com fibrilhas produzidas nas diferentes
condicBes — células N2a + meio com fibrilhas.

As células permaneceram em cultura durante aproximadamente 4 dias, permitindo
assim obter uma confluéncia de 80-90% no controlo (sem fibrilhas). Findo este tempo
foi adicionado a cada pogo 1 pl de uma solugdo de Hoechst 33342 0,1 mg/ml por ml de
meio e agitou-se levemente a placa. Ap6s 15 minutos de incubagdo (a 37°C), para
internalizacdo do corante, o meio foi retirado e as células lavadas, cuidadosamente, com
meio fresco para retirar o corante ndo internalizado, adicionou-se meio fresco e foram
novamente a incubar durante 1 hora, para adequada incorporagdo do Hoechst. Apos esse
tempo, as lamelas, contendo as células coradas, foram colocadas (invertidas) em
laminas com 10 ul de Mowiol e celadas com verniz, para prevenir possiveis
contaminagfes. O meio retirado inicialmente, ou seja, 0 meio contendo células que se

libertaram da superficie de cultura, nomeadamente células mortas e detritos que se
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acumulam em suspenséo, foram centrifugadas durante 5 minutos a 1000 rpm e depois
de ressuspendidas foram também colocadas em laminas para posterior analise.

Foram obtidas imagens das células através do microscopio Zeiss Axioimager Z2
utilizando a objetiva de 63x. O software utilizado é o AxioVision, versdo 4.8.2.0. Para o

processamento e analise das imagens foi utilizado o software ImageJ, verséo 1.6.0.

2.6 Viabilidade celular avaliada por atividade das desidrogenases

O ensaio de viabilidade celular é um ensaio complementar ao da neurotoxicidade,
avaliado através do fluor6foro Hoechst, que permite determinar o nimero de células
vidveis durante a proliferacdo celular. O Cell Counting Kit-8 (CCK-8, Sigma®) utiliza
um sal de tetrazolio (WST-8) que produz o corante formazan solGvel em agua, apds
reducdo na presenca de um transportador de eletrdes. O CCK-8 é uma solucdo que ndo
necessita de uma pré-mistura de componentes e ndo sendo radioativo permite ensaios
colorimétricos para determinacdo do namero de células viaveis durante a proliferacdo
celular e em ensaios de citotoxicidade. O WST-8 é reduzido por desidrogenases
presentes nas células, formando um produto de cor amarela soltvel no meio de cultura,
o formazan (figura 2.2). A quantidade de formazan formado, pela atividade das
desidrogenases nas células, é diretamente proporcional ao numero de células vivas. Foi
utilizado este kit porque ndo é toxico paras as células, é de facil aplicacdo e a
sensibilidade de detecdo é muito superior a outros sais de tetrazélio, como o MTT,
XTT, MTS ou WST-1.
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Figura 2. 2 — Mecanismo de detecédo da viabilidade celular com o CCK-8.
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Inicialmente prepararam-se pocos com diferentes concentragcdes celulares,
permitindo criar uma reta padréo, cuja equacao permite estimar o nimero de células
viaveis ao longo do tempo.

Para iniciar o ensaio foi utilizada uma densidade celular de 10000 células/cm?,
numa placa de 96 pocos (area = 0,3 cm?). Neste ensaio existiam pocos com as células
N2a e meio sem fibrilhas e pocos com células N2a e meio com fibrilhas nas vérias
condicdes a testar. Foram feitos duplicados para cada condicdo e repetidos 0s ensaios,
para ser possivel seguir a proliferacdo celular para varios tempos — to (Oh), t; (24h), t;
(48h) e t3 (72h).

Inicialmente as células foram inoculadas a 37°C (Heracell 150, Heraeus) durante
16 horas em meio OPTI-MEM (sem fibrilhas) e s6 depois se substituiu este meio pelo
meio contendo as fibrilhas. O reagente do kit CCK-8 foi descongelado durante 5
minutos, num banho a 37°C, e foram adicionados 10 pl aos pogos da curva padrao ¢ ao
to; 0S pocos com o reagente ficaram a incubar 3 horas e de seguida mediu-se a sua
absorvancia a 450 nm num leitor de placas (Tecan Infinite M200). Esta absorvancia é
diretamente proporcional com o nimero de células viaveis. Para as amostras do ty, t; e t3
0 CCK-8 foi adicionado passado 24h, 48h e 72h, respetivamente; e procedeu-se do

mesmo modo.

2.7 Derivatizagdo da proteina prionica com o fluoréforo Alexa 568

Com o objetivo de se averiguar a interacdo das fibrilhas da PrP com as células e
eventualmente o contributo da PrP celular para a internalizacdo das fibrilhas ou apenas
com a sua ligagdo & membrana, derivatizou-se a PrP com o fluor6foro Alexa 568
(Invitrogen) antes de formar as fibrilhas.

O fluoréforo Alexa 568 emite fluorescéncia a 603 nm, apos excitacdo a 578 nm.
Este fluordforo reage com as aminas primarias da proteina, através do derivado
succinimidyl ester o qual proporciona uma ligacdo covalente entre o fluoréforo e a
proteina. O Alexa 568 liga-se entdo as lisinas da proteina pridnica, assim como a amina

priméria presente no N-terminal.
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Foram solubilizados 10 mg da proteina liofilizada (PrP2323;) em 1 ml de uma
solucdo de bicarbonato de so6dio 0,2 M e GdnHCI 6 M, a pH 8.3. A concentracao
desejada foi obtida monitorizando a absorvancia numa gama entre 260 e 340 nm e
usando a Lei de Lambert-Beer com o valor da Abs,gonm, 0 coeficiente de extingdo molar
(Eprpa-231 = 63495 M™.cm™) e 0 peso molecular da proteina (PMprpps 231 = 23163 Da).

O fluordforo Alexa 568 foi dissolvido em 100 ul de DMSO e desta solugdo foram
adicionados 50 ul a solucdo de 10 mg/ml de proteina, ficando sob agitacdo durante 1
hora (sem luz), no agitador orbital vertical.

O fluoro6foro que ndo reagiu foi removido por filtragdo gel usando uma coluna PD
Minitrap™ G-25 (GE Healthcare Life Sciences). A coluna foi equilibrada em
bicarbonato de sodio 0,2 M e GdnHCI 6 M. Foram depois adicionados 0,5 ml da
solucdo proteica com o fluoréforo incorporado deixando-se entrar completamente na
matriz (flow-through descartado). De seguida, adicionaram-se 0,8 ml de tampao
(solucdo de bicarbonato de sédio 0,2 M e GdnHCI 6 M) na coluna e recolheu-se a
primeira amostra — 12 eluicdo. Estes passos foram repetidos e recolhida a 22 eluicdo. De
modo a poder reutilizar a coluna, esta deve ser lavada com tampéo, 4gua miliQ e por
fim guardada em etanol a 20%.

No final, a proteina (derivatizada com o fluoréforo) foi quantificada por absorcao
entre 260 e 340 nm, recorrendo a lei de Lambert-Beer e foi medido o espetro de emissédo
e excitacdo do fluor6foro numa gama entre 500 a 603 nm. Foram feitas aliquotas e
armazenadas a -80°C.

A preparacdo de agregados fibrilhares decorre do mesmo modo ja descrito
anteriormente no ponto 2.3. Porém, so foi estudada a fibrilhacdo no tampéo acetato de
sodio 20 mM e ndo nos osmolitos utilizados anteriormente.

Iniciou-se uma cultura celular com 10000 células/cm?, onde ap6s 16 horas de
incubacdo foi adicionado o meio com os agregados fibrilhares derivatizados com o
fluoréforo. Foram tiradas fotografias passados 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 1
dia, 2 dias e 3 dias de cultura, para seguir a eventual internalizacdo das fibrilhas com
base na fluorescéncia do Alexa 568.

As imagens foram obtidas usando um microscopio confocal Zeiss LSM 710, com

uma objetiva de 63x. O software utilizado foi o AxioVision, versao 4.8.2.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producéo da proteina prionica

As células de E. coli BL21 (DE3) foram transformadas com o plasmideo pRSET-
A, resistente a ampicilina e contendo o gene da PrP de ratinho. A expressdo da proteina
deu-se com o IPTG como indutor, o qual € um analogo sintético da lactose que induz a
transcricdo genética sob controlo do promotor lac. Recolhendo uma aliquota antes da
inducdo e no final da fermentacéo foi possivel verificar a expressdo da proteina através
de um gel de SDS-PAGE (figura 3.1).

T h o S e o L SR ¥ (AN < 6

Figura 3. 1 — Gel de SDS-PAGE indicativo da expressao da proteina pridnica em células de E.coli BL21 (DE3). 1,3 e
5 — aliquotas recolhidas antes da indugdo com IPTG; 2, 4 e 6 — aliquotas recolhidas no final da fermentagdo; M —
marcador Precision Plus™ Protein Standards All Blue, com peso molecular em kDa. A banda com um circulo azul
corresponde a 25 kDa.

As bandas de interesse neste gel sdo as bandas na regido dos 23-25 kDa, sendo
que o peso molecular da PrP3.23; € de 23163 Da. E entfo possivel verificar nesta figura
que as bandas referentes as aliquotas recolhidas apds a inducdo (2, 4 e 6) tém uma
banda mais intensa, com um peso molecular proximo dos 25 kDa, do que as aliquotas
recolhidas antes da inducéo (1, 3 e 5), o que indica que de facto houve sobre-expressao
da proteina.

Ao longo da fermentacdo foram recolhidas aliquotas, permitindo assim apresentar
um grafico representativo da curva de crescimento das células de E. coli para producdo

da proteina pridnica, através do In (DOggo nm) 20 longo do tempo (figura 3.2). Esta figura
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permite entdo verificar que o IPTG foi adicionado na fase exponencial do crescimento

celular.

Curva de crescimento da E.coli BL21 (DE3)
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Figura 3. 2 — Representagéo gréafica da curva de crescimento das células de E. coli BL21 (DE3) contendo o gene da
PrP,3.,3;. O ponto a laranja indica 0 momento em que se adicionou o IPTG.

3.2 Purificacdo da proteina pridnica

A purificacdo da proteina foi feita através de IMAC (Imobilized Metal Affinity
Chromatography) e foi possivel obter um cromatograma que ilustra o processo de
purificacdo (figura 3.3). Neste cromatograma é possivel identificar a fase de equilibrio
da coluna com o tampéo G, o gradiente com o tampdo B para o refolding da proteina e
eluicdo com o tampédo C, contendo imidazole. O imidazole como esta em concentragdo
superior liga-se ao niquel da matriz cromatogréfica e liberta a proteina, eluindo-a (o

cromatograma mais completo encontra-se no anexo 3.2).
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Cromatograma
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Figura 3. 3 — Representacéo grafica do cromatograma obtido no processo de cromatografia para eluicdo da proteina
pridnica (o segundo pico a azul corresponde a elui¢do da proteina).

Apo6s extracdo da proteina procedeu-se ao corte da cauda de histidinas. Esta
apresenta uma sequéncia de aminoacidos com um local de clivagem especifico para a
trombina (ver sequencia da proteina no anexo 1.1), a qual é uma protease que cliva,
seletivamente, a ligacéo peptidica entre a arginina e a glicina.

A trombina ficou entdo a atuar durante 6 horas a temperatura ambiente. Para
remocao da trombina foi adicionada a p-aminobenzamidina-agarose, a qual é utilizada
como um ligando de afinidade que se liga e remove protéases serinicas, sendo a solugédo
de seguida filtrada. Para remover a cauda de histidinas da solucéo, realizou-se entédo
uma dialise, utilizando mangas de didlise com um cut-off de 12 kDa, permitindo
conservar a proteina dentro das mangas e removendo as histidinas e o imidazole da
eluicdo. E esperado que ap6s a remocdo da cauda de histidinas, o peso molecular da
proteina diminua, sendo possivel avaliar num gel de SDS-PAGE a eficiéncia do corte
(figura 3.4). Depois da dialise, prosseguiu-se para a liofilizacdo, um processo que
permite a sublimacédo da agua.

De modo a ser possivel verificar se o corte da cauda de histidinas foi eficaz e se a
dialise e liofilizagdo ndo degradaram a proteina, foram recolhidas aliquotas antes e
depois do corte com a trombina e no final da dialise, recolheu-se também uma pequena
porcdo da proteina liofilizada. Estas amostras foram depois corridas num gel de SDS-
PAGE (figura 3.4).
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I
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Figura 3. 4 — Gel de SDS-PAGE indicativo do corte com a trombina, didlise e liofilizagdo. 1 — Aliquota antes do
corte com a trombina; 2 — aliquota ap6s o corte com a trombina; 3 — aliquota apds a dialise; 4 — proteina liofilizada;
M — marcador Precision Plus™ Protein Standards All Blue, com peso molecular em kDa. A banda com um circulo

azul corresponde a 25 kDa.

Pode ver-se neste gel a existéncia de uma Unica banda correspondente a PrP,3.231
(poco 2), o que indica que o corte foi efetuado eficientemente, caso contrario existiria
uma pequena por¢ao de proteina ndo cortada. Em relagdo a dialise e liofilizagdo pode-se

concluir que a proteina ndo é degradada durante estes processos (po¢o 3 € 4).

A quantificacdo da proteina recombinante final, ou seja, da proteina dialisada, foi
feita recorrendo a lei de Lambert-Beer (equacdo 3.1) numa gama entre 260 e 340 nm. A

tabela 3.1 indica os valores utilizados para esta quantificacéo.

ADbS280nm = €280nm.1.C (equacéo 3.1) ‘
Sendo exg00m = 63495 M cm™ e 1 =1 cm.

Tabela 3. 1 — Absorvancia a 280 e 340 nm, coeficiente de extingdo molar (g) e peso molecular (PM) da PrP 3 931,
concentracdo, em molaridade (M) e em mg/ml, da proteina pridnica produzida ap6s a dialise.

gogonm (Mcm™) | PM (g/mol) | Azsonm | Asonm ¢ (M) ¢ (mg/ml)

PrP23.231 63495 23163,4 0,013 0,001 | 9,45.10° 0,217

Sendo que o volume de solucéo proteica era de 120 ml, entdo no total obteve-se
aproximadamente 26 mg de proteina.
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3.3 Formacdo das fibrilhas na auséncia e presenca de osmolitos

A deposicdo de fibrilhas amildides no cérebro tem sido associada a diversas
doencas neurodegenerativas e até agora ndo foram desenvolvidas terapéuticas eficazes
para curar este tipo de doengas. Contudo, tem sido sugerido que a inibigdo ou mesmo a
reducdo desse tipo de agregados possa ser uma possivel estratégia preventiva contra
essas doengas. Neste trabalho foram analisados os efeitos do glicerol e da arginina como
supressores da formacdo de fibrilhas in vitro.

A proteina prionica foi solubilizada numa solucdo de GdnHCI 6 M, a qual se
adicionou depois uma solucdo tamp&o de acetato de sddio 20 mM. Nas condi¢Ges com
osmolitos, para além das solucdes ja referidas, apresentavam também glicerol 0,9 M e
1,8 M e arginina 0,2 M e 0,3 M. A proteina foi a incubar a 37°C durante
aproximadamente 92 horas.

A formacgdo de fibrilhas foi monitorizada utilizando o corante fluorescente
tioflavina T (ThT). Este corante apresenta uma propriedade Unica para formar
complexos altamente fluorescentes com as fibrilhas, inserindo-se nos espagos formadas
pelas cadeias laterias dos aminoacidos, que formam as folhas . De acordo com
Sulatskaya et al. (2011), o aumento do rendimento de fluorescéncia quando a ThT é
incorporada nas fibrilhas é causado por uma restricdo do movimento de rotacdo de parte
da molécula de ThT relativamente ao resto da molécula. Esta restricdo aumenta o tempo
de vida do estado excitado e a emissdo de fluorescéncia (Sulatskaya et al., 2011) (figura
3.5).

Figura 3. 5 — Molécula de tioflavina T mostrando o eixo de rotacdo da molécula que é restringido quando esta se
incorpora nas fibrilhas proteicas (Sulatskaya et al., 2011).
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Para controlar o perfil de fibrilhacdo nas varias condigdes testadas, foram
recolhidas aliquotas ao longo do tempo e medida a intensidade de fluorescéncia da ThT
a 485 nm. Foram realizados dois ensaios para cada versdo da proteina prionica (23-231
e A23-128) e um ensaio para a proteina S6.

As figuras 3.6 e 3.7 representam os perfis de fibrilhacdo da PrP nas varias
condigdes testadas. Assumiu-se 100% de fibrilhacdo quando a intensidade de
fluorescéncia da ThT atingiu um patamar para a fibrilhacdo da PrP em tampdo acetato

20 mM, sem osmolitos.

Perfil de fibrilhagdo da PrP,; ,;;, nas varias condicdes
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Figura 3. 6 — Representacéo gréafica do desenvolvimento das fibrilhas da PrP,3 ,3; em tampdo acetato de sodio 20
mM sem osmolitos (linha azul-escura), com glicerol 0,9 M e 1,8 M (linha vermelha e linha verde, respetivamente) e
com arginina 0,2 M e 0,3 M (linha roxa e linha azul-claro, respetivamente).

A figura 3.6 mostra, como ja foi referido, o perfil de fibrilhacdo da PrP,323; nas
varias condicdes testadas, sendo possivel constatar que o glicerol, em ambas as
concentragfes e em comparagdo com o tampdo acetato 20 mM, atrasa 0 processo de
fibrilhacdo numa fase inicial. Contudo, em concentracdes superiores deste osmadlito,
este atraso é mais acentuado. Tal como ja foi referido, o aumento da concentracdo deste
osmolito estabiliza as proteinas através dos seus efeitos hidrofobicos e da diminuic¢do da
tensdo superficial da agua. Este osmolito é entdo capaz de inibir a agregacdo das
proteinas numa fase inicial. Contudo, é crucial encontrar uma concentragdo otima e um
tempo de incubacdo adequado para este efeito ser mais eficiente (Mishra et al., 2005;
Alibolandi & Mirzahoseini, 2011).
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Em relacdo ao efeito da arginina, pode ver-se que apenas com uma concentragdo
de 0,3 M é que existe um atraso no processo, novamente isto sé se verifica no inicio do
processo. O facto de a 0,2 M ndo se verificar um atraso pode ter a ver com a fraca
interacdo deste osmdlito com as proteinas, sendo que é necessario concentragdes mais
elevadas para se obter algum efeito sobre a proteina (Arakawa et al., 2007).

Apesar dos atrasos que se verificaram inicialmente, a quantidade de fibrilhas que
se observa no final do processo é semelhante para todas as condi¢des estudadas (com e
sem osmolitos), o que indica que apesar dos osmolitos serem aparentemente capazes de
atrasar a cinética de agregacdo proteica ndo alteram o equilibrio final da fibrilhacéo.
Esta observacdo estd de acordo com os resultados obtidos por Ignatova & Gierasch
(2006) que analisaram o efeito da prolina na agregacdo de uma proteina globular e
verificaram que esta apenas inibe os passos iniciais do processo de agregacdo. Apos
formacdo de agregados maiores, a prolina deixa de suprimir as interacfes
intermoleculares. Os autores assumem que 0s agregados formados tardiamente
apresentam uma superficie de exposicao aos osmolitos significativamente mais pequena
do gue os agregados iniciais, e dai a interacdo dos osmélitos ndo ser tdo favoravel. No
inicio do processo, como 0s agregados sdo pequenos, os sitios de ligacdo para 0s

osmolitos estdo menos impedidos e o seu efeito é mais significativo.
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Perfil de fibrilhagao da PrP,,; ,,5 nas varias condi¢des
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Figura 3. 7 — Representacéo gréafica do desenvolvimento das fibrilhas da PrP »,3.1,3 €m tamp&o acetato de sodio 20
mM sem osmolitos (linha azul-escura), com glicerol 0,9 M e 1,8 M (linha vermelha e linha verde, respetivamente) e
com arginina 0,2 M e 0,3 M (linha roxa e linha azul-claro, respetivamente).

Em relagdo ao perfil de fibrilnagdo da PrPa,s.128 nas vérias condi¢Bes testadas
(figura 3.7) ndo se verificam diferencas significativas entre o tampéo acetato 20 mM
sem osmolitos e com osmolitos (glicerol e arginina), exceto para a arginina a 0,3 M,
onde se verifica um atraso no processo de fibrilhacdo ap6s 8 horas de incubacéo.
Contudo, apds 20 horas basicamente acumula-se a mesma quantidade de fibrilhas do
gue nas restantes condices.

Sendo a PrP,»3.128 Uma versdo curta da proteina prionica, a qual se eliminaram os
aminoacidos 23 a 128, ou seja, a regido N-terminal da proteina, e ndo existindo
diferencas no perfil de fibrilhacdo com e sem osmdlitos, isto podera significar que a
regido N-terminal pode realmente apresentar alguma importancia na agregacdo das
proteinas, pois foi visto que na PrP,3 23; 0s osmdlitos atrasavam o perfil de fibrilhagéo.

Também se pode observar nas duas figuras anteriores que apds 8 horas de
incubacdo a PrPa»s.128 apresenta percentagens de intensidade de fluorescéncia da ThT
entre 70 a 115%, enquanto na PrP,3.,3; estas percentagens estdo entre 10 a 70%. A
agregacao na PrP,23.128 0corre mais rapidamente do que na PrPys.p3;. Esta observagéo
estd de acordo com estudos feitos com a proteina pridnica, onde o objetivo era
compreender como é que a regido amino-terminal afetava a estabilidade e,

consequentemente, 0 comportamento de agregacdo da proteina (Cordeiro et al., 2005).
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Este grupo comprovou que a agregacao proteica ocorria mais rapido nos mutantes onde
se tinha eliminado um maior nimero de aminoacidos.

Relativamente ao perfil de fibrilhacdo da proteina S6 ja foram feitos estudos
anteriores (Infante, 2011) que permitem afirmar que esta proteina apresenta um
comportamento na formacdo de fibrilhas semelhante ao da proteina prionica aqui
demonstrado. Em relagdo a quantidade final de fibrilhas da proteina S6 calculada com
base na fluorescéncia da tioflavina é aproximadamente 70% do observado na condigédo
em tampdo acetato 20 mM da PrP,3.23; (dados ndo apresentados).

Para além da agregacdo da PrPa»s.108 OCOrrer muito mais rapidamente foi também
possivel observar que esta exibia intensidades de fluorescéncia (médias dos 2 ensaios)
da ThT superiores as observadas para a PrP3.23; (figura 3.8), ou seja, no mesmo periodo
de tempo forma-se uma maior quantidade de fibrilhas da PrPaj;.128. ISto indica que a
regido N-terminal da proteina contribui para a estabilidade do dominio C-terminal
diminuindo as interacfes intermoleculares que levam a formagdo das folhas .
Possivelmente o N-terminal pode provocar impedimento estereoquimico nas interacdes

intermoleculares que conduzem a agregacéo.

Perfil de fibrilhagdo: PrP,; 5, Vs PrP,,; 155
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Figura 3. 8 — Representacéo grafica do perfil de fibrilhagdo da PrPy; »3; (linhas azuis) e da PrP ,,3.12g (linhas laranja).
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Alguns estudos sobre a quantificacdo de fibrilhas com a ThT na presenca de
compostos supressores da agregacgdo, referem que existe uma inibicdo da ligacdo da
ThT as fibrilhas amiloides causada por reagentes comuns, como o glicerol, o PEG
(polyethylene glycol) e a arginina. A diminuicdo da ligacdo da ThT na presenca destes
compostos pode ser devido a competicdo direta para os locais de ligagdo comuns na
superficie das fibrilhas, e ndo a dissociacdo das fibrilhas propriamente ditas (Liu et al.,
2010; Biancalana & Koide, 2010). Os resultados obtidos neste trabalho ndo suportam
este ponto de vista na medida em que os patamares de fluorescéncia da ThT néo
dependem da presenca de osmolitos. Apesar do enorme sucesso da tioflavina como um
corante de amidides, devido a sua facil utilizacdo, a grande capacidade de coloracdo e a
sua elevada sensibilidade, s@o necessarias pesquisas mais detalhadas sobre 0 mecanismo
molecular das interacBes da tioflavina para uma compreensdo mais clara da formacéo,

cinética, estrutura e patogénese das fibrilhas.
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3.4 Neurotoxicidade das fibrilhas em células N2a de rato

3.4.1 Ceélulas em apoptose

Para investigar a toxicidade das fibrilhas in vitro foram utilizadas células N2a,
suscetiveis & propagacio da PrP>. As células N2a foram expandidas durante 72 horas
na auséncia e na presenca das fibrilhas formadas in vitro, nas varias condicGes a testar.
Quando se observou uma confluéncia étima, as células foram coradas com Hoechst
33342, o qual se liga ao DNA das células e emite fluorescéncia. Através desta
metodologia foi possivel detetar as células em apoptose, num microscopio Zeiss
Axioimager Z2, utilizando uma objetiva de 63x. Foram feitos dois ensaios para cada
versdo da proteina prionica (PrP2s.p31 € PrPa2s.128) € um ensaio utilizando a proteina S6.

Para o processamento e analise das imagens foi utilizado o software ImageJ, onde
se identificaram as células mortas. Na figura 3.9 sdo apresentadas células N2a, coradas
com Hoechst 33342, onde se pode observar a cromatina condensada (A) e fragmentada

(B), caracteristica de células em apoptose.

Figura 3. 9 — Células N2a expostas as fibrilhas durante 72 h, coradas com Hoechst 33342. As duas ampliagdes (A e
B) ilustram células em apoptose. Em A estd ilustrada a apoptose celular num estado inicial, isto é, a cromatina esté
condensada, em B vé-se a fragmentagdo do ndcleo e célula.

Foi com base nas figuras anteriores que se diferenciaram as células mortas das
células vivas. Nas figuras 3.10 e 3.11 estdo representadas as células N2a, coradas com
Hoechst 33342, que foram expostas as fibrilhas da PrPap3; e da PrPays.as,
respetivamente, nas varias condicOes testadas. As setas a vermelho indicam as células
em apoptose. Estas figuras ndo indicam em que condic¢des existem mais células mortas,
pois sé e apresentada uma fotografia por condigdo, 0 que ndo representa a globalidade

dos ensaios. Apenas se pretende observar que no controlo existem muito mais células
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vivas e em divisdo mitética (circulos brancos apresentados nas figuras), enquanto nas

condicBes com fibrilhas hd menos células vivas e uma grande parte delas estdo mortas.

Figura 3. 10 — Células N2a na presenca de fibrilhas da PrP,; 53; nas vérias condicdes testadas. As células foram
expostas as fibrilhas da PrP,3.,3; durante 72 h e coradas com Hoechst 33342. A — células sem fibrilhas (controlo); B —
células expostas a fibrilhas formadas em tampdo acetato de sédio 20mM, sem osmdlitos; C e D — células expostas a
fibrilhas formadas na presenca de glicerol, 0,9 M e 1,8 M, respetivamente; E e F — células expostas a fibrilhas
formadas na presenca de arginina, 0,2 M e 0,3 M, respetivamente. As setas a vermelho indicam as células em
apoptose. Os circulos brancos sdo as células em divisdo mitética. Barra de escala, 20 pum.
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Figura 3. 11 - Células N2a na presenca de fibrilhas da PrP,3 1,5 Nas varias condigdes testadas. As células foram
expostas as fibrilhas da PrP,3 53; durante 72 h e coradas com Hoechst 33342. A — células sem fibrilhas (controlo); B —
células expostas a fibrilhas formadas em tampéo acetato de sddio 20mM, sem osmdlitos; C e D — células expostas a
fibrilhas formadas na presenca de glicerol, 0,9 M e 1,8 M, respetivamente; E e F — células expostas a fibrilhas
formadas na presenca de arginina, 0,2 M e 0,3 M, respetivamente. As setas a vermelho indicam as células em
apoptose. Os circulos brancos sdo as células em divisdo mitotica. Barra de escala, 20 um.

Pode observar-se que tanto na presenca de fibrilhas da PrP,3.,3; como na presenca
de fibrilhas da PrP,23128, hd uma elevada quantidade de células em apoptose (figuras
3.10 e 3.11, B-F) e que entre os dois ensaios (fibrilhas da PrP,3.23; € fibrilhas da PrPays.
128) hado sdo visiveis diferencas, isto €, ambas as proteinas quando agregadas,
apresentam um nivel de toxicidade semelhante. Em relacdo as fibrilhas com e sem
osmolitos, também ndo se notam diferengas significativas entre as suas toxicidades. Nos
controlos as células continuam em proliferagdo, enquanto que na presenca de fibrilhas
isso ndo se verifica com tanta frequéncia, indicando que as fibrilhas impedem o

crescimento celular.
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Foram também tiradas fotografias as células na presenca de fibrilhas da proteina
S6 (figura 3.12), que foi utilizada com uma proteina modelo com o objetivo de observar
se, para além da proteina prionica, também esta seria toxica para as células neuronais,
depois de agregada. Pode entdo verificar-se que ha muitas células vivas e em divisdo
mitdtica (tal como acontecia nos controlos) e para além disso ndo se verificam muitas
células em apoptose. A proteina S6, apesar de ter a capacidade de formar fibrilhas, ndo é

toxica para as células neuronais.

Figura 3. 12 — Células N2a na presenca de fibrilhas da proteina S6 formadas na presenca de NaCl, pH 2. As setas a
vermelho indicam as células em apoptose. Os circulos brancos sdo as células em divisdo mitética. Barra de escala, 20
pm.

3.4.2 Percentagem de células mortas na presenca de fibrilhas obtidas na
auséncia e presenca de osmolitos

Para cada ensaio realizado foram tiradas entre 5 a 10 fotografias para cada

condigdo testada. Foi feita a contagem das células, identificando as células vivas e

mortas, e determinada a percentagem de células mortas através da equacédo 3.2. Fez-se a

média e desvio padrdo dessas percentagens para os dois ensaios de cada versdo da

proteina prionica. Estes resultados estdo apresentados nas tabelas 3.2 e 3.3, para as duas

versdes da PrP e para a proteina S6, respetivamente.

. .~ ° célul t ~
% células mortas (para cada condigdo) = % x 100% (equacéo 3.2)
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Tabela 3. 2 — Percentagem de células mortas (e respetivo desvio padréo) para cada condigdo testada. S&o
apresentados os resultados para as fibrilhas da PrP,3.53; € da PrP 3 128

PrPys 231 PrPa»s-128
% cél. DP % cél. DP
mortas mortas
Controlo 6,18 2,42 8,24 1,91
Fib. T.Ac. 20 MM 57,42 8,40 41,35 23,91
Fib. Glicerol 0,9 M 40,29 20,53 40,74 27,61
Fib. Glicerol 1,8 M 55,84 4,03 53,99 22,60
Fib. Arginina 0,2 M 45,36 16,07 41,23 16,94
Fib. Arginina 0,3 M 59,76 5,21 26,25 6,96

Tabela 3. 3 — Percentagem de células mortas na presenca de fibrilhas da S6.

% cél. mortas

Fibrilhas da

proteina S6 15,13

Para ser possivel comparar estes resultados em conjunto foi elaborado um gréafico
(figura 3.13) que representa a percentagem de células mortas em cada condicéo testada,

para cada versdo da PrP e para a proteina S6.

Percentagem de células mortas em cada condi¢ao
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Figura 3. 13 — Representacéo gréafica da percentagem de células mortas expostas a fibrilhas da proteina S6 (barra
verde), da PrP,s.,3; (barras azuis) e da PrP .3 1,5 (barras vermelhas), apds 72 h de cultura.

47



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como era esperado, a percentagem de células mortas no controlo é muito baixa
relativamente a percentagem de células mortas na presenca de fibrilhas. Este facto
verifica-se para ambas as versdes da PrP, pelo que mais uma vez se pode constatar que
as fibrilhas de ambas as versdes estudadas sdo uma espécie muito toxica para as células
neuronais.

Especificamente para a PrPy3.,31, pode observar-se que a percentagem de células
mortas na presenca de fibrilhas com ou sem osmolitos ndo difere muito, o que indica
que os niveis de toxicidade das fibrilhas formadas nas varias condigbes, ndo sdo
alterados de forma significativa.

Relativamente aos niveis de toxicidade das fibrilhas formadas na auséncia ou na
presenca dos osmolitos pode verificar-se que, tanto para as fibrilhas da PrP,3 231 como
para as da PrPa;.128, NA0 ocorreram alteragdes, visto que a percentagem de células
mortas entre cada condicdo é muito semelhante. Para além disso os desvios padrbes
também sdo um pouco elevados pelo que nédo seria correto assumir que, por exemplo, na
presenca de fibrilhas da PrP,3.,31 formadas em glicerol 0,9 M ha uma menor quantidade
de células do que em glicerol 1,8 M. A Unica situacdo onde se podera dizer que existe
uma percentagem de células mortas inferior € na presenca de fibrilhas da PrPa»3.128
formadas na presenca de arginina 0,3 M, Unica condi¢do onde se verifica algum atraso
na fibrilhagéo da verséo curta da PrP (figura 3.7).

O facto de os osmdlitos ndo terem efeito na neurotoxicidade das fibrilhas pode
estar relacionado com a observacdo que apdés 1 dia de incubacdo a quantidade de
fibrilhas era praticamente a mesma nas varias condicdes testadas, ou seja, 0 atraso que
se verificou no inicio do processo ndo se manteve até ao final. Portanto, as fibrilhas
formadas na presenca de osmélitos acabaram por atingir o mesmo estado de maturacéao
ndo dando origem a diferencas evidentes nos niveis de toxicidade das fibrilhas entre as
varias condigdes de fibrilhagao.

Em relacdo a percentagem de células mortas na presenca de fibrilhas da S6 vé-se
que esta € muito semelhante a observada nos controlo indicando que as fibrilhas da S6

ndo sdo toxicas para as células neuronais.
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3.5 Viabilidade celular na presenca de fibrilhas obtidas na auséncia e
presenca de osmolitos

Para complementar o ensaio da neurotoxicidade, onde se utilizou o Hoechst
33342 para identificar as células em apoptose, foi também realizado um ensaio de
viabilidade celular recorrendo a um processo enzimatico.

A viabilidade celular é monitorizada pela medicdo da redugdo de um sal de
tetrazdlio (WST-8), na presenca de desidrogenases presentes nas células, dando assim
um produto de cor amarela soltvel no meio de cultura.

Para ser possivel determinar a quantidade de células viaveis, foram feitas retas
padréo para cada ensaio, 0 que permitiu obter equacdes lineares. Serdo apresentadas

apenas duas dessas retas (figura 3.14), visto serem todas muito semelhantes.
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Figura 3. 14 — Representacéo grafica de duas das retas padrdo utilizadas para os ensaios de viabilidade celular.
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Prepararam-se 5 condigfes a testar (tal como no ensaio de coloragcdo do
nucleo celular com o Hoechst 33342) e fizeram-se duplicados para cada uma delas.
Foi medida a absorvancia a 450 nm as 0, 24, 48 e 72 horas de incubacdo com as
fibrilhas, com o objetivo de analisar a quantidade de células viaveis nas diversas
condigGes, ao longo do tempo. Foram realizados dois ensaios para cada versdo da
proteina pridnica e um ensaio para a proteina S6.

Para determinar a quantidade de células viaveis por cm? nas vérias condigdes
foi calculada a média dos valores de absorvancia para os duplicados e aplicada a
funcdo A 450nm = m.d + b, onde A 450nm € a absorvancia média para cada condicéo e
d a densidade média de células por cm?. Os valores das densidades celulares ao
longo das 72 horas na presenca de fibrilhas da PrPy323; e da PrPass.108 estdo
apresentados nas tabelas 3.4 e 3.5, respetivamente. A tabela 3.6 apresenta as
densidades celulares na presenca de fibrilhas da proteina S6.

Tabela 3. 4 — Densidade celular (e respetivos desvios padrdes) em células por cm?, as 0, 24, 48 e 72 horas na
presenca de fibrilhas da PrPy; 53;.

to — 0 horas t;— 24 horas t,— 48 horas t; — 72 horas
PrP23.231 d d d d
(céllcm?) oP (cél/cm?) oP (célicm?) bP (cél/cm?) oP
Controlo 8022 2870 16550 1233 36510 5964 68649 21219
T.Ac.20 mM 7029 3530 6930 123 8922 4072 4347 3031
Glio9M 8240 1707 7103 732 6864 991 5561 3375
Glil8 M 7276 2665 6358 2485 5743 1551 4424 3053
Arg02M 5860 3422 3622 2723 4770 1322 4413 3050
Arg 0,3 M 6604 2438 3892 2833 4109 2137 3082 2673
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Tabela 3. 5 — Densidade celular (e respetivos desvios padrdes) em células por cm?, as 0, 24, 48 e 72 horas na

presenca de fibrilhas da PrP 3 12g.

to — 0 horas t, — 24 horas t, — 48 horas t; — 72 horas
PIP s iz d d d d
(cél/cm?) oF (céllcm?) bP (cél/cm?) oF (cél/cm?) oF
Controlo 7439 1356 12833 1524 42156 | 11601 | 57562 | 10592
T.Ac20mM | 5534 2347 5660 1352 3818 437 2026 496
Glio,9M 6992 1627 6509 947 6422 643 3875 911
Glil8 M 6924 1429 6245 155 5077 992 3530 1294
Arg02M 4925 2005 5127 220 4149 670 1594 664
Arg 0,3 M 5523 1638 4422 250 2601 887 415 282

Tabela 3. 6 — Densidade celular em células por cm2, as 0, 24, 48 e 72 horas na presenca de fibrilhas da proteina S6.

Densidade celular (cél/cm?)

. to — 0 horas t; — 24 horas | t,—48 horas | t;— 72 horas
Proteina S6

10483 20452 34195 108838

Este ensaio foi iniciado com uma densidade celular de aproximadamente
10000 células/cm®. Porém, nem sempre se consegue por, exatamente, a mesma
quantidade de células em todos os pocos, 0 que podera levar a variacdes ao longo
do tempo, como se pode verificar nos controlos onde o ensaio enzimatico de
viabilidade n&o detetou 10000 células/cm?.

Uma observacdo importante a retirar das tabelas 3.4 e 3.5 é que no tempo to,
nas condicdes com fibrilhas, ja se verificam menos células viaveis do que no
controlo. Isto é particularmente evidente na presenca de arginina, nas fibrilhas da
PrPa»3-128, que é onde se verifica uma densidade de células viaveis inferior e com
um desvio padrao relativamente baixo. Esta observacao indica muito possivelmente
que as fibrilhas quando postas em contacto com as células ndo necessitam de um
longo periodo de tempo para causarem morte celular. No capitulo 3.7 (Transporte
das fibrilhas nas células do neuroblastoma de ratinho), iremos discutir o que
realmente acontece nas horas inicias da cultura. Relativamente as seguintes horas

de cultura, vemos que houve um aumento na quantidade de células vidveis no
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controlo e uma diminuicdo da viabilidade celular na presenca de fibrilhas (com ou
sem osmolitos).

Na tabela 3.6 observa-se um aumento progressivo da viabilidade celular na
presenca das fibrilhas da proteina S6, o que confirma a ndo toxicidade das fibrilhas
da S6 como referido anteriormente.

As figuras 3.15 e 3.16 representam a quantidade de células vidveis ao longo
do tempo, no controlo e na presenca de fibrilhas da PrPj3.23; € da PrPa2s.12s,
respetivamente. E também apresentada em cada uma destas figuras a viabilidade
celular na presenca de fibrilhas da S6.

Pode visualizar-se nas figuras seguintes que na condicdo sem fibrilhas e na
condicdo com fibrilhas da proteina S6 o comportamento da viabilidade celular ao
longo do tempo é muito semelhante, havendo um acréscimo progressivo da
viabilidade, como referido anteriormente. Enquanto nas restantes condi¢cfes as

células ndo crescem, ou seja, a viabilidade celular é cada vez menor ao longo das 72

horas.
Viabilidade das células ao longo do tempo de cultura (PrP,; ,,)
120000 -
100000 - S6
NE 30000 —e— Controlo
2 —8—T.ac. 20mM
8 60000
3 —a—Gli0,9M
X}
© 40000 ——Gli 1,8 M
20000 —%—Arg0,2 M
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Figura 3. 15 — Representacéo gréafica da proliferacdo celular na presenca de fibrilhas da PrP,3.,3;, a0 longo do tempo,
para cada condigdo testada. A proliferagdo celular na presenca de fibrilhas da S6 também esta representa no gréfico.
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Viabilidade das células ao longo do tempo de cultura (PrP,,; 155)
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Figura 3. 16 — Representacdo gréafica da proliferacdo celular na presenca de fibrilhas da PrPA,3 10, a0 longo do
tempo, para cada condicdo testada. A proliferacdo celular na presenca de fibrilhas da S6 também esta representa no
grafico.

Para uma melhor percecdo da quantidade de células viaveis no tempo final da
cultura celular em cada condicdo, foi determinada a percentagem de células viaveis ap6s
72 horas de cultura. Assumiu-se para 0s controlos 100% de ceélulas viaveis e
determinou-se a percentagem para as restantes condicdes através da equacdo 3.3
(resultados apresentados na tabela 3.7).

A percentagem de células viaveis na presenca de fibrilhas da proteina S6 foi
determinada em relacdo ao nimero de células/cm? do controlo de um dos ensaios da
PrPaxs-128 (resultados apresentados na tabela 3.8). Isto porque o ensaio da S6 foi
realizado em conjunto com o ensaio da versdo curta da PrP, sendo as condic¢des dos dois
ensaios idénticas, a probabilidade de ocorrerem variagdes a nivel celular e/ou ambiental

€ menor.

, e, (nocél./cm?com fibrilhas)s=¢
% células viaveis (t) = 3

X 100% (equagdo 3.3)

(n°cél./cm? sem fibrilhas)¢=t,

Onde t; corresponde as 72 horas.
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Tabela 3. 7 — Percentagem de células viaveis (e respetivos desvios padrdo) para cada versdo da proteina (PrP,z »3; €
PrP,3.108) Nas varias condicdes testadas, apds 72 horas de cultura.

PrP;3 031 PrP 23128
% células viaveis DP % células viaveis DP
Controlo 100 0 100 0

Fib. T.Ac.20 mM 6,33 2,58 3,52 0,31
Fib. Glicerol 0,9 M 8,10 2,53 6,73 0,50
Fib. Glicerol 1,8 M 6,44 2,58 6,13 1,64
Fib. Arginina 0,2 M 6,43 2,58 2,77 0,94
Fib. Arginina 0,3 M 4,49 2,63 0,72 0,52

Tabela 3. 8 — Percentagem de células vidveis na presenca de fibrilhas da proteina S6.

% células viaveis

Fibrilhas da

proteina S6 159,69

Atraveés da tabela 3.7 pode verificar-se que a percentagem de células viaveis (em
todas as condicdes) na presenca de fibrilhas da PrPx»s.105 € inferior ao niumero de células
viaveis observado na presenca de fibrilhas da PrP,3.3;. A existéncia de menos células
viaveis na presenca de fibrilhas da versdo curta da PrP significa que a eliminacdo de
aminoécidos da proteina aumenta ligeiramente a toxicidade das fibrilhas. Esta
observacdo pode estar relacionada com o que foi discutido no capitulo 3.3, onde se
observou que a agregacdo da versao curta da PrP ocorria mais rapido do que a versdo
longa, assim como apresentava intensidades de fluorescéncia da ThT superiores,
indicando que existia uma maior quantidade de folhas f.

Foi entdo realizado um gréafico com a percentagem de células viaveis ap6s 72
horas de cultura (figura 3.17).
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Percentagem de células viaveis as 72h de cultura
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Figura 3. 17— Representacdo grafica da percentagem de células viaveis expostas a fibrilhas da proteina S6 (barra
verde), da PrP,3 531 (barras azuis) e da PrP 4,3 1,5 (barras vermelhas), apés 72 h de cultura.

Este grafico permite-nos afirmar que existe uma menor quantidade de células
vidveis na presenca de fibrilhas da PrPay3i2¢ formadas em arginina 0,3 M. Este
resultado pode aparentemente estar em contradicdo com o observado no método de
coloracdo com Hoechst, onde para a concentracdo mais elevada de arginina se
observaram menos células mortas. No capitulo de comparacdo dos dois métodos
estudados até aqui iremos discutir sobre este assunto.

Em relacdo a percentagem de células vidveis na presenca de fibrilhas da proteina
S6 verificou-se uma diferenca acrescida em 60% entre esta e a percentagem de células
viaveis nos controlos. Este resultado adveio, provavelmente, do facto de s ter sido
realizado um ensaio para esta proteina sem duplicados, sendo que os valores diferem
significativamente dos controlos. Todavia, apesar deste erro o objetivo desta proteina
era apenas servir de controlo negativo, mostrando que as fibrilhas da S6 nédo

apresentavam toxicidade.
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3.6 Fluorescéncia do nucleo celular pelo Hoechst 33342 comparada com a

reacdo enzimatica durante a proliferacéo celular

Tendo em conta que o ensaio de viabilidade celular, através de reacgdes
enzimaticas, é complementar ao ensaio de neurotoxicidade utilizando o Hoechst 33342
para coloracdo do nucleo celular, permitindo identificar as células apoptéticas, foram
determinadas as percentagem de proliferacdo celular através do CCK-8, onde se
assumiu 100% de proliferacdo para os controlos as 72 horas, e as percentagens de
células vivas através do ensaio de coloragdo com o Hoechst 33342, com as equacdes 3.4

e 3.5, respetivamente.

(nocél./cm? com e sem fibrilhas);=¢n
(n°cél./cm? semfibrilhas)¢=t,

% proliferagdo celular = X 100% (equagéo 3.4)

Onde t, é t; = Oh; t; = 24h; t, = 48h; t; = 72h.

, . .~ ° células vi ~
% células vivas (para cada condicdo) = % X 100% (equacéo 3.5)

A figura 3.18 A e B representam a percentagem de proliferacdo celular e a

percentagem de células vivas, para a PrP,3 231 € para a PrPx»3.128, respetivamente.
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Coloragao com Hoechst vs Reagdo Enzimatica (PrP,; ,3,)
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Figura 3. 18 — Representacéo gréafica da percentagem de proliferacéo celular ao longo de 72 h de cultura, no ensaio

de viabilidade (barras azuis) e percentagem de células vivas apds 72 h de cultura, no ensaio de colora¢do no nicleo

celular com Hoechst (barras rosa), na presenca de fibrilhas da PrPy;.3; (A) e de fibrilhas da PrP,,3.108 (B) nas varias
condicdes testadas.

Em relacdo a proliferacdo celular pode observar-se no controlo uma proliferacdo
celular crescente ao longo das 72 horas de cultura, enquanto na presenca de fibrilhas a
proliferagéo tende a diminuir ao longo do tempo de cultura. No ensaio de coloragdo do
nacleo das células pode ver-se que na presenca de fibrilhas, em qualquer uma das
condigdes, ha muito menos células vivas do que no controlo, como seria de esperar.

Comparando os dois métodos, pode verificar-se que as 72 horas de cultura nos

controlos a percentagem de células vivas é aproximadamente 95%, o que esta de acordo
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com o que se assumiu na proliferacdo celular. Na presenca de fibrilhas os resultados dos
dois métodos utilizados ja sdo mais distintos. Por exemplo, na condicdo em tampéo
acetato 20 mM a percentagem de proliferacdo é aproximadamente 7%, enquanto a
percentagem de células vivas é cerca de 45%. Apesar da diferenca entre os valores de
cada método, a situacdo € mesma para ambos, ou seja, tanto na percentagem de células
vivas como na percentagem de proliferacdo celular na presenca de fibrilhas existe uma
diminuicéo drastica comparativamente com os controlos.

Relativamente as fibrilhas da PrPa»s.108 (figura 3.18 B), pode mais uma vez
observar-se que para a condicdo em arginina 0,3 M a percentagem de proliferacdo
celular é muito inferior as restantes condi¢Ges, porém no ensaio de coloragdo com o
Hoechst observa-se que € nesta condi¢do que existe uma maior quantidade de células
vivas. Entdo, embora sejam resultados contraditorios, pois a diminui¢éo da proliferacéo
celular deveria levar a uma menor quantidade de células vivas, € um facto que a
arginina a 0,3 M tem um efeito nas fibrilhas da PrPa»;.128 que faz com que estas se
comportem de um modo diferente das restantes condi¢des. Estudos mais detalhados dos
mecanismos de interacdo da arginina com versdes da PrP na presenca e na auséncia da
regido N-terminal serdo cruciais para compreender 0 que causa estes comportamentos.

No capitulo 3.3 verificou-se que a arginina 0,3 M causava sempre um atraso no
processo de fibrilhagdo, mesmo na verséo curta da PrP, na qual mais nenhuma condigao
causou um atraso. Também no capitulo 3.4.2 se observou que na presenca de fibrilhas
da PrPa23108 existiam menos células mortas que nas restantes condi¢cdes. Porém, o
ensaio de neurotoxicidade através da coloracdo do nicleo com Hoechst 33342 ndo é tao
preciso como este, realizado através de reacbes enzimaticas, isto porque as contagens
das células vivas/mortas realizadas por um operador podem ter muito mais erros, na
medida em que as células podem parecer mortas e estarem apenas em divisdo. Por esse
motivo é que se utilizaram duas metodologias distintas para analisar o efeito
neurotoxico das fibrilhas em células N2a.

Através destes dois métodos é entdo possivel dizer que as fibrilhas da proteina
priénica, em ambas as versdes estudadas, sdo toxicas para as celulas, causando a
sua morte e impedindo a sua proliferacdo. E apesar de ndo se verificaram grandes
diferencas nos niveis de toxicidade das fibrilhas com e sem osmdlitos, pode dizer-
se que a arginina tem um papel importante tanto no processo de fibrilhagdo como na

toxicidade destas espécies, principalmente na verséo curta da PrP.
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3.7 Internalizagéo e transporte das fibrilhas em células do neuroblastoma de

ratinho

As infecBes prionicas propagam-se desde os tecidos periféericos até ao sistema
nervoso central, onde as patologias se desenvolvem. Para que isto acontega a infecdo
deve invadir os neurénios e ser transportada desde o ponto de infecdo até as
extremidades celulares onde supostamente ocorre a transferéncia para outras células
(Magalhées et al., 2005). Contudo, a invasdo do sistema nervoso e a propagacao da
infecdo através da proteina pridnica sdo processos criticos e ainda existe pouca
informagao sobre eles.

Na tentativa de elucidar o comportamento das fibrilhas da PrP relativamente a
infecdo de células N2a, a proteina prionica foi conjugada covalentemente com o
fluoréforo Alexa 568 antes de se induzir a sua fibrilhacao.

Para se ter uma nocdo da quantidade de PrP marcada foi necessario determinar as
concentracOes da proteina e do Alexa. Para tal foram medidas as absorvancias a 280 e
578 nm, comprimento de onda de emissdo da proteina e do Alexa, respetivamente, e
determinadas as respetivas concentracdes através da lei de Lamber-Beer (exg0nm = 63495
M™ ecm™ e e57g0m = 91300 M cm™). Assim, com a equacio 3.6 e sendo as concentracdes da

proteina e do Alexa, 259 e 137 uM, respetivamente, foi possivel prever que em cada 2

moléculas de PrP apenas uma é marcada com o fluor6foro Alexa 568.

Degree of Labeling = Cprp / Calexa (equagdo 3.6)

Apos a derivatizacdo da PrP com o fluoréforo foi entdo iniciada a fibrilhacdo. A
figura 3.19 representa o perfil de fibrilhacdo da PrPy3,3; marcada com Alexa 568
paralelamente ao perfil de fibrilhacdo da PrP,3,3; ndo marcada. A percentagem da

intensidade de fluorescéncia foi calculada da mesma forma ja descrita no capitulo 3.3.
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Perfil de fibrilhagao da PrP,; ,;, ndo marcadas e marcadas
com Alexa 568
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Figura 3. 19 — Representacéo gréafica do desenvolvimento das fibrilhas da PrP,3 53, ndo marcada (linha cinzenta-
escura) e marcada com Alexa 568 (linha cinzenta-clara). Ambas as fibrilhas se formaram na solucéo tampéo acetato
de s6dio 20 mM.

Nesta figura observa-se que a percentagem de IF da ThT nas fibrilhas marcadas
com o Alexa 568 é muito inferior a das fibrilhas ndo marcadas e sempre constante. Uma
razdo possivel para esta ocorréncia podera ser a obstrucdo que o Alexa causa a
tioflavina, ndo permitindo uma ligacdo tdo extensiva deste corante aos agregados. Isto
faria com que a intensidade de fluorescéncia da ThT para a proteina marcada estivesse
num patamar inferior ao observado para a proteina ndo marcada, mas ndo implicaria
necessariamente que a quantidade de fibrilhas ndo fosse semelhante. QOutra razdo
poderia ser o impedimento esterioquimico que a molécula de Alexa causaria, nao
permitindo que ocorressem interagdes intermoleculares entre proteinas, provocando
uma diminuicdo dos agregados. Contudo, estas hipoteses s6 poderiam ser confirmadas
através da andlise das fibrilhas formadas com e sem Alexa, com TEM ou AFM para
verificar a sua estrutura ou com um ensaio mas especifico que o da ThT, que permitisse

quantificar os agregados nas duas condigdes.

Terminada a fibrilhacdo, colocaram-se as fibrilhas em contacto com as células
N2a durante aproximadamente 72 horas e de seguida foram tiradas fotografias no
microscopio Zeiss Axioimager Z2, onde se pode ver o ndcleo das células corado com

Hoechst 33342 e as fibrilhas marcadas com o Alexa (figura 3.20).
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Figura 3. 20 — Fibrilhas da PrP,3,3; marcadas com o fluoréforo Alexa 568 presentes em células N2a, apés 72 h de
cultura. A — Imagem de luz transmitida (DIC) onde se vé a membrana celular; fibrilhas marcadas com Alexa 568 (B)
e 0 nlcleo das células corado com Hoechst 33342 (C) e as imagens foram sobrepostas (D). Barra de escala, 50 um.

Na figura 3.20 D pode ver-se que as fibrilhas coradas com Alexa 568 se
encontram muito provavelmente dentro das células neuronais. A possibilidade das
fibrilhas estarem apenas associadas a membrana celular é muito menos provavel como
discutido em baixo.

Numa tentativa de esclarecer a interacdo das fibrilhas com as células,
nomeadamente se estas apenas se acoplavam a superficie membranar ou se eram
internalizadas pela célula foram também tiradas fotografias no microscépio confocal

Zeiss LSM 710, durante 3 dias (figura 3.21).
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Figura 3. 21 — Fibrilhas da PrP,3.,3; marcadas com o fluoréforo Alexa 568 presentes em células N2a ap6s 30 minutos
de cultura (A), ap6s 1h (B), 2h (C), 4h (D), 1 dia (E), 2 dias (F) e ap6s 3 dias em cultura (G). Para cada tempo,
exceto para a meia hora, sdo apresentados 3 planos diferentes. Barra de escala, 20 pm.

Passada meia hora de incubacdo, aparentemente, as fibrilhas j& estdo em contacto
com as células, como se pode ver nas ampliaces da figura 3.21 A. Esta observacgdo é
importante, pois no ensaio da reacdo enzimatica (capitulo 3.5) viu-se que,
aparentemente, a viabilidade celular diminuia apenas com 3 horas de exposi¢do as
fibrilhas (tempo de duracdo da reacdo enzimatica com o CCK-8). Esta menor
viabilidade ao fim de 3 horas deverd entdo estar relacionada com a penetracdo das
fibrilhas nas células neuronais, ou mesmo apenas com o0 seu acoplamento a membrana
celular. Porém, o mecanismo pelo qual se da a morte celular na presenca de agregados
proteicos ainda ndo € claro, pelo que séo necessarios mais estudos sobre este assunto.

Na figura 3.21 B, ap6s 1 hora de cultura, as fibrilhas ja comegcam a penetrar na
membrana celular e apds 4 horas de cultura (figura D) vé-se claramente que ja se
encontram fibrilhas dentro das células. Ao 2° e 3° dia de cultura (figura F e G) existe
uma grande quantidade de fibrilhas junto as células, assim como no seu interior. Isto
sugere que as fibrilhas quando s@o associadas a membrana celular sdo rapidamente
captadas pelas células e distribuidas. Esta facilidade na internalizacdo e trafego das

fibrilhas nas células deve estar envolvida na propagacao celular da infecéo.
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Através das fotografias tiradas no microscépio confocal foi também possivel
observar a deslocacdo das fibrilnas no interior das projecfes dendriticas da célula
neuronal (figura 3.22). Estudos feitos neste &mbito referem que € atraves das dendrites

que as fibrilhas se propagam de célula para célula (Magalhées et al., 2005).

Figura 3. 22 — Fibrilhas da PrP,3.53; na dendrite da célula neuronal.

A derivatizagdo da proteina pridnica com o fluoréforo Alexa 568 permitiu entéo
verificar que as fibrilhas se ligam & membrana celular muito rapidamente. Apos essa
ligacdo, a internalizacdo das fibrilhas nas células também ocorre num curto espaco de
tempo. A figura 3.22 permitiu ver que uma das formas de trafico das fibrilhas é atraves
das dendrites, explicando o caracter progressivo das doencas neurodegenerativas.
Contudo, o mecanismo de internalizacéo das fibrilhas nas células ainda ndo € claro, pelo

gue mais estudos devem ser realizados.

64



4. CONCLUSOES GERAIS

4. CONCLUSOES GERAIS

Um dos objetivos deste trabalho foi a analise do processo de fibrilhacdo na
presenca da arginina e do glicerol, em diferentes concentragdes. Foram estudadas duas
versdes da proteina pridnica, PrP,3»31 € PrPazs.128 COM 0 objetivo de se compreender se
0 dominio ndo estruturado da PrP (regido N-terminal) apresenta alguma funcdo na
estabilizacdo da proteina. Concluiu-se de facto que estes dois osmolitos, em
concentragdes mais elevadas, atrasam a agregagdo da PrP,s 23, numa fase inicial.
Contudo, em fases posteriores as fibrilhas acabam por se formar igualmente mesmo na
presenca de osmolitos. Provavelmente para agregados mais pequenos (fase inicial da
fibrilhacdo) a elevada superficie de exposi¢cdo aos osmdlitos permite que estes exercam
o0 seu efeito mas quando estes agregados comegam a crescer ja nao é possivel impedir
€SSe processo.

Relativamente a versdo curta da PrP (A23-128) apenas ocorreu um atraso na
fibrilhacdo na presenca de arginina 0,3 M (concentragdo mais elevada). A razéo para
mais nenhum dos osmdlitos apresentar um efeito de supressdo na agregacdo
provavelmente deve-se ao facto da proteina estar mais destabilizada, devido a auséncia
do N-terminal da proteina. Para além disso, no final do processo de fibrilhacdo da
versdo curta da PrP, a quantidade de fibrilhas, na generalidade, é bastante superior a
observada para a PrP,3.31. Esta observacdo indica que o dominio ndo estruturado
estabiliza a proteina, talvez através do impedimento estereoquimico que esta regido
causa na proteina, impedindo assim a ocorréncia de interacGes intermoleculares e
conduzindo a uma agregacéo proteica mais lenta.

Outro objetivo que se desejava alcancar com o desenvolvimento deste trabalho era
compreender se a inibicdo da formacdo de fibrilhas na presenca destes compostos estava
relacionada com os niveis de toxicidade destas espécies.

Tanto na metodologia de coloracdo nuclear com Hoechst 33342 como no ensaio
de viabilidade celular através de reacGes enzimaticas, ndo se verificaram diferencas
significativas nos niveis de toxidade das fibrilhas desenvolvidas com ou sem osmadlitos,
exceto para as fibrilhas da PrP,»3.12s formadas em arginina a 0,3 M, onde se observaram
sempre percentagem diferentes das restantes condices, tanto no ensaio do CCK-8 como
no do Hoechst. Isto indica que a arginina em concentracGes mais elevadas tem algum

efeito na toxicidade da proteina prionica, principalmente na auséncia do N-terminal. S&o

65



4. CONCLUSOES GERAIS

assim necessarios estudos mais rigorosos sobre o mecanismo de interacdo deste
osmolito com a proteina prionica.

Comparando as duas versdes da PrP estudadas observou-se que a percentagem de
células viaveis na presenca de fibrilhas da PrP,»3.108 foi inferior a observada para as
fibrilhas da PrP,3.231. Aparentemente as fibrilhas da PrP,2s.126 S80 mais toxicas para as
células do que a versdo longa da proteina. Contudo, dado que os ensaios destas duas
versOes ndo foram realizados em paralelo e que se verificou uma quantidade superior de
fibrilhas na versdo curta, seria fundamental que futuramente se realizasse 0 estudo
destas duas versdes (assim como de mais versdes da PrP) em paralelo e assim utilizar
uma quantidade de fibrilhas idénticas para os dois ensaios, permitindo confirmar com
mais exatidao se realmente a versdo curta da PrP é mais toxica do que a versdo longa.
Para trabalhos futuros poderia ser muito vantajoso o estudo das estruturas fibrilhares de
cada versao da PrP através de técnicas como TEM (transmission electron microscopy)
ou AFM (atomic force microscopy). Poderia analisar-se a topologia e tamanho das
fibrilhas com uma resolucéo elevada, para verificar se os osmolitos modificam ou néo a
sua estrutura e poderia relacionar-se de uma forma mais rigorosa o efeito dos osmélitos
com os niveis de toxicidade das fibrilhas de cada versdo da proteina.

A compreensdo das interagdes moleculares das fibrilhas da PrP com as células
neuronais pode proporcionar uma base para a concecdo de diagndsticos e estratégias
terapéuticas para as doencas amiloidogénicas. Neste trabalho verificou-se que
inicialmente as fibrilhas se ligam a membrana celular, sendo que posteriormente sao
internalizadas nas células. Foram também visualizadas fibrilhas nas dendrites das
células neuronais, no que podera constituir um mecanismo de propagacéo das fibrilhas
de célula para célula. Contudo, é necessario compreender o mecanismo de
internalizacdo das fibrilnas nas células, para ser possivel desenvolver estratégias

capazes de impedir a morte celular.

66



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

+ Alibolandi, M. & Mirzahoseini, H. (2011), Chemical Assistance in Refolding of
Bacterial Inclusion Bodies, Hindawi Publishing Corporation Biochemistry
Research International, 2011: 1-6;

+ Arakawa, T., Ejima, D., Tsumoto, K., Obeyama, N., Tanaka, Y., Kita, Y.,
Timasheff, S. (2007), Suppression of protein interactions by arginine: A
proposed mechanism of the arginine effects, Biophysical Chemistry, 127: 1-8;

+ Baskakov, I.V. & Breydo, L. (2007), Converting the prion protein: What makes
the protein infectious, Biochimica et Biophysica Acta (BBA), 1772: 692-703;

+ Biancalana, M. & Koide, S. (2010), Molecular Mechanism of Thioflavin-T
Binding to Amyloid Fibrils, Biochimica et Biophysica Acta (BBA), 1804: 1405-
1412;

+ Bocharova, O.V., Makarava, N., Breydo, L., Anderson, M., Salnikov, V.V.,
Baskakov, 1.V. (2006), Annealing Prion Protein Amyloid Fibrils at High
Temperature Results in Extension of a Proteinase K-resistant Core, The Journal
of Biological Chemistry, 281: 2372-2379;

+ Chiti, F. & Dobson, C.M. (2006), Protein Misfolding, Functional Amyloid, and
Human Disease, Annual Review of Biochemistry, 75: 333-366;

+ Cordeiro, Y., Kraineva, J., Gomes, M.P.B., Lopes, M.H., Martins, V.R., Lima,
L.M.T.R., Foguel, D., Winter, R., Silva, J.L. (2005), The Amino-Terminal PrP
Domain Is Crucial to Modulate Prion Misfolding and Aggregation, Biophysical
Journal, 89: 2667-2676;

+ Corsaro, A., Thellung, S., Russo, C., Villa, V., Arena, S., D'Adamo, M.C.,
Paludi, D., Rossi Principe, D., Damonte, G., Benatti, U., Aceto, A., Tagliavini,
F., Schettini, G., Florio, T. (2002), Expression in E. coli and purification of
recombinant fragments of wild type and mutant human prion protein,
Neurochemistry International, 41: 55-63;

+ Das, U., Hariprasad, G., Ethayathulla, A.S., Manral, P., Das, T.K., Pasha, S.,
Mann, A., Ganguli, M., Verma, A.K., Bhat, R., Chandrayan, S.K., Ahmed, S.,
Sharma, S., Kaur, P., Singh, T.P., Srinivasan, A. (2007), Inhibition of Protein
Aggregation: Supramolecular Assemblies of Arginine Hold the Key, PLoS ONE,
2:ell76;

67



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ferreira, S.T., Vieira, M.N.N., Felice, F.G. (2007) Soluble Protein Oligomers as
Emerging Toxins in Alzheimer’s and Other Amyloid Diseases, International
Union of Biochemistry and Molecular Biology Life, 59: 332-345;

Gerami, S.M.N., Farajnia, S., Mahboudi, F. (2011), Co-solute assistance in
refolding of recombinant proteins, African Journal of Biotechnology, 10: 10811-
10816;

Guest, W.C., Plotkin, S.S., Cashman, N.R. (2011), Toward a mechanism of
prion misfolding and structural models of PrPSc: Current knowledge and future
diresctions, Journal of Toxicology and Environmental Health, Parte A, 74: 154—
160;

Hamada, H., Arakawa, T., Shiraki, K. (2009), Effect of Additives on Protein
Aggregation, Current Pharmaceutical Biotechnology, 10: 400-407;

Hatters, D.M. & Griffin, M.D.W. (2011), Diagnostics for Amyloid Fibril
Formation: Where to Begin?, Methods in molecular biology, 752: 121-136;
Idicula-Thomas, S. & Balaji, P.VV. (2007), Protein aggregation: A perspective
from amyloid and inclusion-body formation, Current Science, 92: 758-767;
Ignatova, Z. & Gierasch, L.M. (2006), Inhibition of protein aggregation in vitro
and in vivo by a natural osmoprotectant, Proceedings of the National Academy
of Sciences, 103: 13357-13361,

Infante, Nidia Cristina Lopes Estrela (2011), The effect of sucrose on protein
stability and fibrillation of Prion and S6 Protein, dissertacdo (Doutorada em
Biologia), Faculdade de Ciéncias e Tecnologia — Universidade do Algarve;

Jain, S. & Udgaonkar, J.B. (2011), Prion protein aggregation, Current Science,
101: 1311-1327;

Jamal, S., Poddar, N.K., Singh, L.R., Dar, T.A., Rishi, V., Ahmad, F. (2009),
Relationship between functional activity and protein stability in the presence of
all classes of stabilizing osmolytes, FEBS Journal, 276: 6024-6032;

Lansbury, P.T. Jr & Caughey, B. (1996), The double life of the prion protein,
Current Biology, 6: 914-916;

Lindahl, M., Svensson, L.A., Liljas, A., Sedelnikova, S.E., Eliseikina, LA,
Fomenkova, N.P., Nevskaya, N., Nikonov, S.V., Garber, M.B., Muranova, T.A.
(1994), Crystal structure of the ribosomal protein S6 from Thermus
thermophilus, The EMBO Journal, 13: 1249-1254;

68



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Linden, R., Martins, V.R., Prado, M.A.M., Cammarota, M., lzquierdo, I.,
Brentani, R.R. (2008), Physiology of the Prion Protein, Physiological Reviews,
88: 673-728;

Liu, K., Wang, H., Chen, C., Wang S.S. (2010), L-Arginine reduces thioflavin T
fluorescence but not fibrillation of bovine serum albumin, Aminno Acids, 39:
821-829;

Macchi, F., Eisenkolb, M., Kiefer, H., Otzen D.E. (2012), The Effect of
Osmolytes on Protein Fibrillation, International Journal of Molecular Science,
13: 3801-3819;

MacPhee, C.E. & Woolfson, D.N. (2004), Engineered and designed peptide-
based fibrous biomaterials, Current Opinion in Solid State and Materials
Science, 8: 141-149;

Magalhédes, A.C., Baron, G.S., Lee, K.S., Steele-Mortimer, O., Dorwars, D.,
Prado, M.A.M., Caughey, B. (2005), Uptake and Neuritic Transport of Scrapie
Prion Protein Coinciente with Infection of Neuronal Cells, The Journal of
Neuroscience, 25: 5207-5216;

Martins, S. M., Chapeaurouge, A., Ferreira, S. T. (2003) Folding Intermediates
of the Prion Protein Stabilized by Hydrostatic Pressure and Low Temperature,
Outubro 2003, The Journal of Biological Chemistry, 278: 50449-50455;

Mishra, R., Seckler, R., Bhat, R. (2005), Efficient Refolding of Aggregation-
prone Citrate Synthase by Polyol Osmolytes: How well are protein folding and
stability aspects coupled?, The Journal of Biological Chemistry, 280: 15553-
15560;

Mufioz, V. (2008) Protein Folding, Misfolding and Aggregations: Classical
Themes and Novel Approaches, RSC Publishing, cap. 10;

Nunnally, B.K., Krull, 1.S. (2004) Prions and Mad Cow Disease, Taylor &
Francis, 2003, capitulos 1, 6 e 11;

Olzscha, H., Schermann, S.M., Woerner, A.C., Pinkert, S., Hecht, M.H.,
Tartaglia G.G., Vendruscolo, M., Hayer-Hartl, M., Hartl, F.U., Vabulas, R.M.
(2011), Amyloid-like Aggregates Sequester Numerous Metastable Proteins with
Essential Cellular Functions, Cell, 144: 67-78;

69



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Otzen, D.E., Nesgaard, L.W., Andersen, K.K, Hansen, J.H., Christiansen, G.,
Doe, H., Sehgal, P. (2008), Aggregation of S6 in a quasi-native state by sub-
micellar SDS, Biochimica et Biophysica Acta (BBA), 1784: 400-414;

Prusiner, S.B. (1997), Prion diseases and the BSE crisis, Science, 278: 245-251.
Prusiner, S.B, Scott, M.R., DeArmond, S.J, Cohen, F.E. (1998), Prion Protein
Biology, Cell, 93: 337-348;

Quintas, A., Freire, A.P., Halpern, M.J. (2008), Bioquimica: Organizacdo
Molecular da Vida, LIDEL, cap. 10;

Radford, S.E & Weissman, J.S. (2012), Special Issue: The Molecular and
Cellular Mechanisms of Amyloidosis, Journal of Molecular Biology, 421:139-
141,

Riesner, D. (2003), Biochemistry and structure of PrP® and PrP*, British
Medical Bulletin, 66: 21-33;

Ross, C.A. & Poirier, M.A. (2004), Protein aggregation and neurodegenerative
disease, Nature medicine, 10: S10-S17;

Ryou, C. (2007) Prions and Prion Diseases: Fundamentals and Mechanistic
Details, Journal of Microbiology and Biotechnology, 17: 1059-1070;

Sanghera, N., Wall, M., Vénien-Bryan, C., Pinheiro, T.J.T. (2008), Globular
and pre-fibrillar prion aggregates are toxic to neuronal cells and perturb their
electrophysiology, Biochimica et Biophysica Acta (BBA), 1784: 873-881;
Simoneau, S., Rezaei, H., Salés, N., Kaiser-Schulz, G., Lefebvre-Roque, M.,
Vidal, C., Fournier, J.G., Comte, J., Wopfner, F., Grosclaude, J., Schéatzl, H.,
Lasmézas, C.I. (2007), In Vitro and In Vivo Neurotoxicity of Prion Protein
Oligomers, PLoS Pathogens, 3: e125;

Singh, L.R., Poddar, N.K., Dar, T.A., Kumar, R., Ahmad, F. (2011), Protein and
DNA destabilization by osmolytes: The other side of the coin, Life Science, 88:
117-125;

Sulatskaya, A.l., Kuznetsova, .M., Turoverov, K.K. (2011), Interaction of
Thioflavin T with Amyloid Fibrils: Stoichiometry and Affinity of Dye Binding,
Absorption Spectra of Bound Dye, The Journal of Physical Chemistry B, 112:
11519-11524;

Tatzelt, J., Prusiner, S.B., Welch, W.J. (1996), Chemical chaperones interfere
with the formation of scrapie prion protein, The EMBO Journal, 15: 6363-6373;

70



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

+ Uversky, V.N., Fernandez, A., Fink, A.L., Structural and Conformational
Prerequisites of Amyloidogenesis. In: Uversky, V.N., Fink, A.L. (2006) Protein
Misfolding, Aggregation and Conformational Diseases. Parte A: Protein
Aggregation and Conformational Diseases, Springer, vol. 4, cap. 1;

+ Vagenende, V., Yap, M.G., Trout, B.L. (2009) Mechanisms of protein
stabilization and prevention of protein aggregation by glycerol, Biochemistry,
48:11084-11096;

+ Zahn, R., von Schroetter, C., Withrich, K. (1997), Human prion proteins
expressed in Escherichia coli and purified by high-affinity column refolding,
FEBS Letters, 417: 400-404,

71



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

72



ANEXOS

ANEXOS

Os anexos serdo divididos por capitulos:
Anexo 1 — anexos relativos a introducéo
Anexo 2 — anexos relativos a metodologia
Anexo 3 — anexos relativos aos resultados e discussédo
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ANEXO 1

Anexo 1.1 — Sequéncia da proteina pridnica de ratinho

PrP,3.231 — a sequéncia seguinte apresenta a cauda de histidinas (real¢ado a cinzento) e o
local de clivagem da trombina que ocorre entre a arginina e a glicina. Ap0s o corte com
a trombina, a sequéncia apresenta 211 amino&cidos, peso molecular de 23163 Da,
coeficiente de extingdo molar (g) de 63495 M™cm™ e pl (ponto isoelétrico) tedrico de
9,56.

Local de clivagem da trombina

MRGSHHHHHHGLVPiGSKKRPKPGGWNTGGSRYPGQGSPGG
NRYPPQGGTWGQPHGGGWGQPHGGSWGQPHGGSWGQPHGG
GWGQGGGTHNQWNKPSKPKTNLKHVAGAAAAGAVVGGLGG
YMLGSAMSRPMIHFGNDWEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVDQ
YSNQNNFVHDCVNITIKQHTVTTTTKGENFTETDVKMMERVYV
EQMCVTQYQKESQAYYDGRRSS

PrP423-128 — a sequéncia seguinte apresenta a cauda de histidinas (realgado a cinzento) e
o local de clivagem da trombina que ocorre entre a arginina e a glicina. Apés o corte
com a trombina, a sequéncia apresenta 101 aminoé&cidos, peso molecular de 12232 Da,
coeficiente de extingdo molar (g) de 20525 M™cm™ e pl (ponto isoelétrico) tedrico de
6,32.

Local de clivagem da trombina

MRGSHHHHHHGLVPRGSMSRPMIHFGNDWEDRYYRENMYRY
PNQVYYRPVDQYSNQNNFVHDCVNITIKQHTVTTTTKGENFT
ETDVKMMERVVEQMCVTQYQKESQAYYDGRRSS

Estes dados foram encontrados no ProtoParam em www.expasy.org.
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ANEXO 2

Anexo 2.1 — Células competentes e DNA plasmidico

A. Preparacéo de células competentes

As células sdo colocadas em 5 ml de meio LB (40 g/L) a crescer overnight, a
37°C. Posteriormente sdo inoculados 100 pl da solugdo anterior, em 50 ml de meio LB,
deixando a crescer até uma D.O.g00 nm de 0,5. A solucdo é colocada em gelo durante 3 a
5 minutos, sob agitacdo constante; € centrifugada durante 8 minutos a 6000 rpm, 4°C,
numa centrifuga 5810R (eppendorf); o sobrenadante é descartado e o pellet é
ressuspendido em 10 ml de 0,1M CaCl, e colocado em gelo, de 5 a 10 minutos. E
novamente centrifugado e o pellet ressuspendido em 10 ml de 0,1M CaCl,, repousando
em gelo durante 20 minutos. Apds nova centrifugacdo, o pellet é ressuspendido em
1800 ul de 0,1M CaCl, e 300 ul de glicerol 80%. Sao feitas aliquotas de 100 pl e
armazenadas a -80°C.
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B. Extracdo do DNA plasmidico
A extraccdo de DNA plasmideo foi feita recorrendo a um high pure plasmid
isolation Kit (version Dez 2004) da Roche®. A metodologia sequida esta descrita no

diagrama que se segue:

E?ig}:rg:ﬁﬁrgsgg :‘;t Resuspend pellet in 250 pl
> - 6000 Xb ~a§{ Suspension Buffer/RNase
Discard supernatant v
add 250 pl Lysis Buffer
Mix gently. Incubate for 5 )J
min at room temperature.

add 350 pl chilled Binding
v Buffer

Mix gently. Incubate for
) 5 min on ice. Centrifuge for
10 min at max. speed.
Discard pellet | v

Transfer supernatant to
High Pure filter tube,

centrifuge at max. speed
~ for 30-60 s.
Discard flowthrough | ¥ add 500(5";;{2?:3 Buffer |
Centrifuge at
y's 13,000 x g for 1 min
Discard flowthrough | f | add 700 I Wash Buffer Il

Centrifuge at 13,000 x g for I
1 min plus additional min
after discarding

y 4 flowthrough
Discard flowthrough | Y | add 100 ! Elution Buffer
Centrifuge at 13,000 x g
for 1 min

| Purified Plasmid DNA |
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Anexo 2.2 — Meios e solucdes

A. Composic¢édo do meio para a producéo da PrP
A composicao do pré-indculo e indculo é a seguinte:
= Luria Broth medium 20 g/L;
»  4mM KH,POy;
= 36mM K;HPOy;
=  4AmM glucose.

A composicdo do meio utilizado para as placas de Petri é Luria Broth medium 20
o/L e Agar 15 g/L.

A esterilizagdo do meio e materiais foi realizada a 121°C durante 20 minutos,
numa autoclave da Raypa.

Apos esterilizagdo o0 meio é suplementado com 100 pg/ml de ampicilina.

B. Solugdes utilizadas na producéo
Solucéo de IPTG 1M: é pesado e solubilizado, sendo posteriormente esterilizado
utilizando um filtro de 0,22 um, & chama. S&o feitas aliquotas de 1 ml e armazenadas a -
20°C.
A preparacao da solucdo de ampicilina 100 mg/ml € idéntica a preparacdo descrita

anteriormente.

C. Tampdes cromatograficos

» Tampdo fosfato de sédio 0,5 M, pH 7.0 (solucdo stock): preparada a partir
da base fosfato dissoédico (Na;HPO,) e do &acido fosfato monossodico
(NaH,PQ,), os quais foram pesados e solubilizados em agua destilada,
perfazendo um volume final de 500 e 100 ml, respetivamente. Foram
misturados até se obter o pH desejado. Armazenamento a 4°C.

= Tampéo B — constituido por tampao fosfato de sodio 0,1 M, a pH 7.0, Viinal
= 1000 ml,

= Tampdo G — constituido por tampéo fosfato de sédio 0,1 M e Ureia 8 M, a
pH 7.0, Viina = 1000 ml;
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Tampéo C — constituido por tampdo fosfato de sodio 0,1 M e imidazol 1
M, a pH 7.0, Vinal = 500 ml.

Todas as solugbes utilizadas no processo de purificagdo foram previamente

filtradas com um filtro de 0,4 um.

D. Solugdes utilizadas no SDS-PAGE

Tampéo de corrida 10x concentrado — constituido por 30g de TRIS, 144g
de Glicina, 10g de SDS e perfaz-se com agua destilada para um volume
final de 1 L.

Protein loading dye with Orange G (4x) — é constituido por 0,02 g Orange
G, 0,8 g de SDS (cf = 2%), 4 ml de glicerol (cf = 10%), 2,5 ml Tris-HCI
1M pH 6.8 (cf = 62,5 mM) e 3,5 ml agua destilada, para um volume final
de 10 ml. Sdo feitas aliquotas de 900 ul e armezenadas a -20 °C. Antes de
usar esta solugdo, adicionar 100 pl de b-mercaptoetanol (a cada aliquota);
Solucdo azul de Coomassie — constituida por 2g de azul de Coomassie R,
250 ml de agua destilada, 500 ml de etanol, 75 ml de acido acético e

perfaz-se com agua destilada para um volume final de 1 L.

E. Solucdes utilizadas na fibrilhacao

As solugdes necessarias para o processo de fibrilhacdo sdo as seguintes:

Tampdo acetato de s6dio 100 mM, pH 5.5 (solucéo stock) — sendo este um
tampdo é&cido-base, é necessario ter uma base (acetato de sddio
trihidratado, CH3COONa) e um acido (acido acético, 100%, CH3;COOQOH);
50 ml de solucéo acetato de s6dio 20 mM — constituida por tampao acetato
so6dio 20 mM + ureia 3M + NaCl 150 mM, pH 5.5;

50 ml de solucdo glicerol 10% — constituida por tamp&o acetato sédio 20
mM + ureia 3M + NaCl 150 mM + glicerol 1,1 M, pH 5.5;

50 ml de solugdo glicerol 20%-— constituida por tamp&o acetato sodio 20
mM + ureia 3M + NaCl 150 mM + glicerol 2,2 M, pH 5.5;

50 ml de solugdo arginina 250 mM — constituida por tamp&o acetato sodio
20 mM + ureia 3M + NaCl 150 mM + Arginina 0,25 M, pH 5.5;
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50 ml de solucdo arginina 400 mM — constituida por tampéo acetato sédio
20 mM + ureia 3M + NaCl 150 mM + Arginina 0,3 M, pH 5.5;

50 ml de solucdo cloreto de guanidina 6M (GdnHCI) — constituida por
tampéo acetato de sodio 20 mM + GdnHCI 6M, pH 5.5;

10 ml de ThT 25 mM (solucdo stock) — a tioflavina T é sensivel a luz, logo
tem que ser armazenada num frasco escuro, para ndo perder intensidade;
100 ml de solu¢do de ThT 25 uM — constituida por tampdo acetato de
sodio 5 mM + ThT 25 uM.
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Anexo 2.3 — Protocolo de lavagem da matriz de niquel

O protocolo para tratamento da matriz entre utilizacbes, assim como o
procedimento de regeneracdo caso a matriz aparente uma cor acinzentada em vez de

azul-esverdeado séo facultados pela QIAGEN e estéo descritos na figura seguinte.

Handling

MNiHNTA matrices are skable under o wide variety of condilions and need not be refrigerated,
except o inhibit gn::-wth of miCroorganisms far h:ung-‘ren'n shorage. Aher use ﬂ'rey should be
washed for 30 minwtes with 0.5M MoOH. MiMTA matrices should be stored in

30% ethanal fo inhibit microbial growth. The mafrix can be stored for up fo one week in
any of the denafuring buffers.

Reuse of Ni-NTA Resin

The rewse of MHNTA resin depends on the nature of the sample and should only be performed
with identical recombinant proteins. Based on the experience of Hoffmannla Roche Lid.
[Basal, Switzerland), who have purified maore than 100 different proteins on MidNTA resin,
we recommend a maximum of 5 runs per column.

IF the MNi-NTA Agarose changes from light blue io brownish-gray, the following regeneration
pr-:rcedure is recommended.

Procedura:

1.  Wash the column with 2 volumes of Regenerafion Bulfer (4 M GuHCI, 0.2 M acelic
ocid).

2. Wash the colvmn with § volumes of Hy O

3.  Wash the colvmn with 3 volemes of 2% 506

4. Wash the colvmn with 1 volme of 25% B1OH.

5. Wash the colwmn with 1 volume of 5098 E¥OH.

&.  Wash the colvmn with 1 volwme of 75% B1OH.

7. Wash the colvmn with § volumes of 100% EfDH.

B. Wash the colvmn with 1 voleme of 75% B1OH.

9. Wash the colvmn with 1 volume of 509 B{OH.

10. Wash the colemn with 1 voleme of 25% EYOH.

11. Wash the colvmn with 1 volume of HiO.

12. Wash the column with 5 volumes of 100 mM ECTA, pH 8.0

13. Wash the column with H,O.

14. Recharge the column with 2 volumes of 100 mM NiSO,.

15. Wash the colomn with 2 volumes of HyOn.

14. Wash the column with 2 volumes of Regenerafion Buffer.

17. Equilibrate with 2 volumes of o suviloble buffer (e.g., Buffer A or BJ.

xipuaddy
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Anexo 2.4 — Equipamentos e Reagentes

A. Tabela de reagentes

Reagentes Férmula Quimica Peso Molecular (g/mol) Fornecedor
Acetato de sddio trihidratado CH,COONa.3H,0 136,08 Prolabo™
Acido acético CH;COOH 60,05 Prolabo™
Acido Cloridrico HCI 36,46 Prolabo™
Acrilamida CsHsNO 71,07 Sigma®
Agar - - NZY tech™
Ampicilina Ci16H19N30,S 349,41 NZYtech™
APS (NH4)28208 228,18 ApIIChem
Arginina CeH1N,O, 174,19 Sigma Aldrich®
Azul de Bromofenol C1oH10Br,05S 669,96 Sigma®
Bicarbonato de sédio NaHCO; 84,01 Riedel de Haen
Cloreto de calcio CaCl,.2H,0 147,02 Prolabo™
Cloreto de guanidina CHsN, 59,07 Ultra-Pure™
Cloreto de sodio NaCl 58,44 Merck®
Coomassie R C4sH1aN3NaO;S, 825,97 Sigma®
DMSO C,H¢0S 78,13 Sigma®
EDTA C1oH1sN,05 292,20 Prolabo™
Etanol C,H:O 46,06 Aga
FBS - - Sigma®
Fosfato dipotassico K,HPO, 174,17 Merck®
Fosfato disodico Na,HPO, 141,96 Merck®
Fosfato monopotassico KH,PO, 136,09 Prolabo™
Fosfato monossodico NaH,PO, 137,99 Merck®
Glicerol CsHs0s 92,08 Sigma®
Glicina C,HsNO, 75,06 Eurobio
Glucose CsH1206 180,16 Merck®
Hidroxido de sédio NaOH 40,00 Prolabo™
Hoechst 33342 - - GIBCO
IPTG CoH1505S 238.30 NZY tech™
Imidazol CsHaN, 68,08 Merck®
LB - - Sigma®
Mowiol - - Sigma®
OPTI-MEM - - GIBCO
p-aminobenzamidina-agarose - - Sigma®
PBS - - GIBCO
Pen-Strep - - GIBCO
PMSF C,H;FO,S 174,19 Fluka
SDS NaC1,H,550, 288,37 NZY tech™
Sulfato de niquel NiSO,.7H,0 280,86 Sigma®
Trombina - - Sigma®
TEMED CeHigN, 116,20 NZY Tech™
Tris C4H1:NO; 121,12 Sigma®
ThT C17H1sCIN,S 318,86 Sigma®
Tripsina - - Sigma®
Ureia (NH,),CO 60,07 Sigma®
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Tabela de equipamentos

Equipamentos Modelo Marca
Autoclave AES Raypa
Agitador Orbital Vertical Duomax 1030 Heidolph
AKTA purifier AKTA purifier GE HealthCare
Centrifuga J14-MC Beckman
Centrifuga 5810R Eppendorf®
Espetrofotémetro Shimadzu UV-1700 Pharma-Spec
Estufa EN-400 Nive
Incubador CO2 Heracell 150 Heraeus
Liofilizador Modulyo D-230 Thermo Scientfic
Microcentrifuga digital 2416 VWR™
Microscépio Axioimager Z2 Zeiss
Microscépio confocal LSM 710 Zeiss
Orbital Agitorb 200I1C Aralab
Placa de aguecimento Biosan TS-100 Grant
Sistema de documentacéo de géis Alpha Imager ProteinSimple
Sonicador VCX 130 Vibra cell™
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Anexo 2.5 — Mapa e multiple cloning site do vetor de expressdo pRSET-A

Comments for pRSET A
2897 nucleotides “Version C does nol contain Sac |

T7 promoter: bases 20-39

GxHis tag: bases 112-129

T7 gene 10 leader: bases 133-162
Xpress™ gpitope: bases 169-192

Multiple cloning site: bases 202-248

T7 reverse priming site: bases 295-314

TT transcription terminator: bases 256-385
f1 origin: bases 456-911

bia promoter: bases 943-1047

Ampicillin {bla) resistance gene (ORF): bases 1042-1902
pUC origin: bases 2047-2720 (C)
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pRSET A Multiple Cloning Site

T7 promoter RBS
1 | ——
21 AATACGACTC ACTATAGGGA GACCACAACG GTTTCCCTCT AGAAATAATT TTGTTTAACT TTAAGAAGGAR

Polyhistidine (6xHis) region

T [
91 GATATACAT ATG CGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT ATG GCT AGC ATG ACT
Met Arg Gly Ser His His His His His His Gly Met Ala Ser Met Thr

T7 gene 10 leader Xpress™ Epitope BamH |
148 GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TAC GAC GAT GAC GAT AAG GAT c@
Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyr Asp Asp Asp Asp Lysgisp Arg Trp Gly
EK recognition site cleavage site
Xho | Sac | Bglll Pstl Pvull J'ﬁpnl\Ncol Ecc;Rl lerBI Hind 11l

| ¢ Y
205 TCC GAG| CTC GAG ATC TGC AGE TGEGE TAC CAT GGA ATT CGA hGC TTG ATC CGG CTG CTA
Ser Glu Leu Glu Ile Cys Ser Trp Tyr His Gly ile Arg Ser Leu Ile Arg Leu Leu

T7 reverse priming site

T 1
262 ACA AALG CCC GARA AGG AAG CTG AGT TGG CTG CTG CCA CCG CTG AGC AAT AAC TAG CAT
Thr Lys Pro Glu Arg Lys Leu Ser Trp Leu Leu Pro Pro Leu Ser Asn Asn *** His
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ANEXO 3

Anexo 3.2 — Cromatograma do processo de purificacdo da PrP,;.,3;
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