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RESUMO

p83 € uma proteina com massa molecular aparente de 83 kDa, supostamente ainda ndo
descrita, especifica de sistema nervoso, e desenvolvimento regulada. p83 interage fortemente
com laminina, Tau, tubulina e heat shock protein 90B. p83 foi inicialmente detectada por
imunohistoquimica e western blot usando-se um anticorpo anti-lectina KM™ purificado por
afinidade. Sua purificacdo a partir de cérebro de rato estad em progresso.

Identificar o envolvimento de p83 em processos do Sistema Nervoso Central humano
é um passo necessario em direcdo a compreensao de sua funcdo bioldgica. Uma biblioteca de
expressdao de cDNA de cerebelo de rato (Lambda ZAP Il, Stratagene) foi submetida ao
screening, usando-se um anticorpo especifico para isolar o cONA de p83. O anticorpo anti-
KM foi pré-adsorvido contra proteinas de E. coli XL1 Blue MRF’, antes de ser usado no
screening. As membranas foram reveladas por imunodeteccdo cromogénica (fosfatase
alcalina e NBT/BCIP). A analise de todos os clones Lambda ZAP 11 foi feita por excisdo in
vivo do fagomideo pBluescript, subclonagem em E. coli XL1 Blue MRF’, purificacdo do
DNA plasmidial e digestdo com Eco RI. A seqiiéncia correspondente ao clone isolado foi
analisada usando-se ferramentas e bancos de dados do NCBI.

A seqliéncia nucleotidica mostrou identidade com as isoformas A e E de drebrina. As
isoformas A e E de drebrina foram detectadas em adulto e embrido, respectivamente. Drebrina
A € uma proteina sistema nervoso-especifica, desenvolvimento regulada e associa-se com F-
actina. Embora drebrina e p83 compartilhem propriedades em comum, nossos dados de
western blot indicaram que parecem nao se tratar da mesma proteina.

NOs investigamos a expressdo de drebrina em Displasia Cortical Focal tipo 1IB,
comparando com cortex normal. As seccBes de tecido foram coradas com hematoxilina-
eosina e prata (Bielchowsky). Seccdes forma processadas por imunohistoquimica usando-se

0s anticorpos anti-drebrina M2F6 e 0 DAS2, e recuperacdo antigénica. A deteccdo foi feita



usando-se um anticorpo biotinilado, e DAB como cromdgeno. Os tecidos displasicos (13
casos) foram obtidos cirurgicamente de tecidos exibindo epilepsia droga-resistente. Os
controles foram obtidos de necropsia de 15 pacientes sem histéria prévia de doencas
neuroldgicas ou alteracdes patolégicas.

Nossos resultados sugerem uma associacao entre drebrina e DCF 11B, um disturbio do

desenvolvimento cortical.



ABSTRACT

p83 is 83 kDa protein supposedly not yet described, nervous system specific, and
developmentally regulated. p83 strongly interacts with laminin, Tau, tubulin and heat shock
protein 90. It was initially detected by immunohistochemistry and western blot using an
affinity-purified anti-lectin KM™ antibody. Its purification from rat brain is in progress.

Identifying the involvement of p83 in human Central Nervous System processes is a
required step towards understanding its biological roles. A premade cDNA rat cerebellum
expression library (Lambda ZAP II, Stratagene) has been screened, using a specific antibody
to isolate p83 cDNA. Anti-KM™ antibody was pre-adsorbed against E. coli XL1 Blue MRF’
proteins, before using in screening. Membranes were revealed by cromogenic
immunodetection (alcaline fostase and NBT/BCIP). The analysis of all positive Lambda ZAP
Il clones was carried out by in vivo excision of pBluescript, subcloning in E. coli XL1 Blue
MRF’, plasmidial DNA purification and Eco RI digestion. The sequence corresponding to the
clone isolated was analyzed using the NCBI tools and database.

The nucleotide sequence showed identity with drebrin A and E isoforms. Drebrin A
and E isoforms were detected in adults and embryos. Drebrin A is a neuron-specific,
development-regulated F-actin-binding protein. It participates in growth cone extension and
dendritic spine formation. Although have same drebrin and p83 properties in common, they
not seem to be the same protein.

We have investigated the expression of drebrin in Focal Cortical Dysplasia type 11B
(FCD 11B) as compared to normal cortex. Tissue sections were stained with hematoxylin-
eosin and silver (Bielchowsky). Sections were processed for immunohistochemistry using
anti-drebrin antibodies M2F6 and DAS2, and an antigen retrieval technique. Detection was

carried out using a biotinylated antibody, using DAB as chromogen. Dysplastic tissues (13



cases) were obtained at surgery for drug-resistant epilepsy. Controls were obtained at autopsy
from 15 patients without history of neurological disorder and gross pathological changes.

A specific drebrin labeling in dysplastic tissue was more intense than in controls.
Indeed, most control cases exhibited at most a slightly higher staining than the background.
Balloon, clear and undetermined cells, and giant, dysmorphic neurons, showed a conspicuous
labeling by anti-drebrin. These cells showed a thin rim labeling of the nuclear membrane, and
a finely punctate nuclear labeling. In contrast, a coarse nuclear, but a faint cytoplasm labeling
was observed in autopsy cases.

Our data suggest an association between Drebrin expression and the FCD I1IB, a

disturbance of cortical development.
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1.1 Aspectos moleculares do sistema nervoso central em desenvolvimento

O desenvolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC) envolve a coordenacdo de
nUMerosos processos primarios de desenvolvimento que sdo governados por interaces
celulares complexas: proliferacdo celular, diferenciacdo, adesdo, migragdo e morte. As
interacGes intercelulares podem levar a alteracGes na expressdo génica (Kuchler et al., 1989;
Hatten et al., 1999), e na forma, movimento e fungéo celulares (Rakic, 1990; Komuro et al.,
2001). As evidéncias disponiveis indicam que 0s sinais para estes processos sao transduzidos
no nuacleo, citoesqueleto e na membrana celular por proteinas especificas da membrana ou
associadas a superficie celular, envolvidas em processos de comunicacéo e adesdo (Rakic et
al., 1994).

A interagdo proteina-proteina entre membranas celulares ou entre membrana-matriz
celular € o modelo mais usado para explicar o reconhecimento e a subsequente resposta
celular (Edelman, 1986). Vérias proteinas participam em processos de interacao celular, como
por exemplo: moléculas de adesdo celular (CAMS), integrinas, e outras proteinas pertencentes
a superfamilia das imunoglobulinas (Hynes, 1987; Rutishauser et al., 1988). No SNC, em
particular, existem proteinas especificas a tipos celulares distintos que desempenham papéis
associados ao reconhecimento celular, como por exemplo, a astrotactina (Edmonson et al.,
1988; Zheng et al., 1996; Fink et al., 1997), necessaria para a migracdo de neur6nios
granulares sobre a glia radial durante o desenvolvimento de vérias estruturas encefalicas,
como o cerebelo, cdrtex cerebral e hipocampo, entre outras (Rakic, 1971; Hatten, 1999). A
interacdo integrina-laminina € um modelo representativo de associacdo entre proteinas de
membrana e da matriz, envolvidas em fendmenos de adesdo que sdo necessarios para a
migracéo celular. Recentemente, mostrou-se que a associagdo in vivo de laminina com o fator
ativador do plasminogénio tissular é evento necessario para a protedlise limitada das cadeias

da laminina, e este processamento proteolitico € necessario para a adesdo ao substrato
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(Goldfinger et al., 1998). Este conjunto de proteinas se associa a integrina e a outras proteinas
associadas a integrina, resultando num complexo funcional para a adesdo dindmica ao
substrato. Complexos similares, incluindo proteinas do citoesqueleto (Lettorneau et al., 1989)
tém sido postulados nos cones de crescimento durante a neuritogénese (Vogt et al., 1996;
Powell et al., 1998). A laminina também se liga in vivo com alta afinidade a proteina priénica
celular (PrP°) (Graner et al., 2000), a proteina B-amildide (Narindrasorasak et al., 1992;
Kibbey et al., 1993) e a anfoterina (Parkinen & Rauvala, 1991; Wang et al., 1999). PrP®,
proteina B-amildide e anfoterina estdo envolvidas em processos de diferenciacdo e formacao
de neuritos (Koo et al., 1993; Graner et al., 2000; Merenmies et al., 1991). Mais
recentemente, mostrou-se que outras proteinas se associam a PrP° e formam possiveis
complexos ternarios com laminina (Martins et al., 1997; Rieger et al., 1997), cuja funcdo
ainda ndo estd esclarecida. AlteracGes das proteinas PrP° e B-amildide estdo associadas a
doencas degenerativas do SNC, como a doenca de Creutzfeldt-Jacob e de Alzheimer,
respectivamente.

A analise de complexos macromoleculares envolvidos tanto em processos neurais
normais (neuritogénese e migracdo neuronal, por exemplo) como em alterados
(neobrotamente / neosinaptogénese, por exemplo) é uma abordagem importante para a
elucidacdo de bases moleculares de eventos centrais para o desenvolvimento neural. Estes
complexos poderiam ser o elemento comum, subjacente a processos plasticos semelhantes,
gue ocorrendo em etapas distintas da vida do individuo, apresentariam consequéncias

funcionais diversas.

1.2 O cerebelo como modelo de ontogénese neural
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O cerebelo em desenvolvimento é um sistema apropriado para o estudo do
desenvolvimento neural (cf. revisdes por: Altman, 1982; Rakic, 1990; Hatten, 1990; Altman &
Bayer, 1997; Hatten et al., 1997), devido a vérias razdes das quais destacamos:

1) seu desenvolvimento se estende por dois periodos relativamente longos, um pré-

(Altman, 1978; Altman & Bayer, 1978) e outro p6s-natal (Altman, 1972 a, b, c);

2) os tempos de origem (“birth dates) de populagdes neuronais especificas séo
conhecidos (Miale & Sidman, 1961; Altman, 1982), permitindo a "disseccao
embridnica” de subpopulagdes neuronais;

3) a camada germinativa externa (EGL) se forma entre E17 e E21 no embrido de rato, por
migracdo dos progenitores da célula granular em dire¢do caudo-rostral na superficie
do cerebelo (Altman, 1982);

4) um periodo de neurogénese pds-natal prolongado ocorre na camada germinativa
externa, o produto da qual é, predominante (Altman, 1972a) ou totalmente (Hallonet et
al., 1990), a célula granular;

5) a migracdo radial do neurdnio granular p6s-mitético da EGL para a camada granular
(GL) é bem conhecida (Miale & Sidman, 1961; Rakic, 1971; Hatten & Liem, 1981),
incluindo sua relagdo com a fibra de Bergmann durante a migragéo (Hatten, 1990);

6) h& migracéo pos-natal tangencial do neurdnio granular p6s-mitético localizado na zona
pré-migratdria da EGL (Ryder & Cepko, 1994; Komuro et al., 2001);

7) a regido de origem e o tempo de chegada ao cortex cerebelar de aferéncias extra-
cerebelares, que incluem as fibras trepadeiras (climbing fibers) e musgosas (mossy
fibers), sdo bem conhecidos (Altman, 1978; Mason et al., 1990), permitindo a analise
de seu possivel papel como sinais de parada de migracdo, bem como a andlise da
diferenciacdo das células de Purkinje e granulares em presenca e em auséncia de

interacGes sinapticas (McDonald et al., 1982; Baird et al., 1992);
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8) em camundongo, ha numerosas mutac6es de um unico gene (cf. Caviness Jr. & Rakic,
1978; Rakic & Caviness Jr, 1995) que levam a corticogénese defeituosa;

9) o cerebelo é um sistema bastante apropriado para o estudo da migracdo celular devido
ao pequeno ndmero de tipos neuronais cerebelares, seu arranjo estereotipado e ao
grande numero de neurdnios granulares. O uso de sistemas experimentais in vivo e in
vitro permitiu identificar varias moléculas importantes na migracdo de células
granulares ao longo de fibras gliais de Bergmann, na proliferagdo de progenitores
neuronais e gliais e fendmenos de reconhecimento / ades&o no sistema nervoso central
(Hatten & Liem, 1981; Moonen et al., 1982; Lindner et al., 1983; Gao & Hatten,

1993; Cameron & Rakic, 1994; Fink et al., 1997).

1.3 A proteina p83 e os ligantes cerebelares da lectina KM*

A glicoproteina KM* é uma lectina vegetal com afinidade por residuos de D(+)-
manose, purificada até a homogeneidade a partir de sementes de Artocarpus integrifolia
(Moraceae) (Santos-de-Oliveira et al., 1994). Esta lectina atrai leucocitos por haptotaxia
(Santos-de-Oliveira et al., 1994; Ganiko et al., 1998, 2005). A seqliéncia de aminoacidos
desta proteina é conhecida. Ela apresenta baixa ou nenhuma identidade estrutural priméaria ou
tridimensional com proteinas animais conhecidas, exceto por uma proteina da membrana
vitelina externa de embrido de aves (Rosa et al., 1999).

Estudos em nosso laboratdrio usando biotinil-KM* como sonda, mostraram uma
marcacdo cerebelar especifica e deslocavel por D(+)-manose, peroxidase de rabano e por
manotriose, indicando a existéncia de ligantes enddgenos especificos para esta lectina, no
cerebelo de rato em desenvolvimento (Martins et al., 1998; Teixeira et al., 2004). Estes
ligantes de KM* foram imunolocalizados em corpo celular e dendritos priméarios de células de

Purkinje, citoplasma de células granulares, substancia branca e interneurdnios da camada
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molecular (Teixeira et al., 2004). A analise das fragdes soluvel e particulada do tecido
nervoso, durante a ontogénese cerebelar do rato, mostrou a presenca de um conjunto discreto
de glicoconjugados que ligam KM®, os mais conspicuos com pesos moleculares 49, 83 e 140
kDa. Extratos de cerebelo de rato em desenvolvimento contém ligantes de KM® que
comigram com cadeias leve e pesada de laminina EHS de camundongo (Teixeira et al., 2004).
No cortex cerebral e hipocampo de pacientes com doenca de Alzheimer, detectou-se ligantes
de KM™ em todas as estruturas caracteristicamente afetadas por esta doenca, tais como placas
amorfas e neuriticas, neuritos distréficos, emaranhados neurofibrilares e depdsitos de
amiloides perivasculares, o que os levou a sugerir 0 uso desta lectina para o diagnostico
neuropatoldgico da doenca de Alzheimer (A.O. Oliveira; S. Rosemberg; L. Chimelli, L.
Neder, L. Grimberg & A.R. Martins, comunicagéo pessoal).

Por outro lado, usando anticorpo policlonal anti-KM™® purificado em coluna de
afinidade Sepharose-KM®, mostramos que o cerebelo de rato adulto e em desenvolvimento
expressa epitopos “KM™-simile”, a julgar pela marcacéo especifica de seccdes de cerebelo de
rato com anti-KM". Esta expresséo ¢ desenvolvimento-dependente, apresentando um maximo
a partir de P10-P15 (Martins et al., 1998). Estes resultados sugeriram a ocorréncia de uma
possivel lectina cerebelar enddgena e desencadearam, em nosso laboratorio, a busca por esta
lectina.

Usando western blot e anticorpo anti-KM" purificado por afinidade, mostramos que a
proteina cerebelar reconhecida pelo anti-KM® é uma proteina solGvel, com expressdo
desenvolvimento dependente, com massa molecular aparente de 83 kDa, dai 0 nome proteina
p83. As propriedades de p83 sugerem que ela ndo é uma lectina da familia da jacalina, que
inclui a KM*, porque ndo é retida em colunas de afinidade Sepharose-D(+) manose e

Sepharose-D(+) galactose.
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p83 foi detectada, por western blot, predominantemente na fracao soltvel cerebelar e
nas fragOes sollvel e particulada do cérebro de rato. p83 nédo foi detectada em pulmao, rim,
coracgdo, baco, figado, estbmago e sangue de rato. p83 foi detectada nos cortices cerebelar e
cerebral humanos. Estes dados indicam que p83 € uma proteina tecido nervoso-especifica, que
ocorre no rato e no homem.

A proteina p83 da fracdo soltvel de cerebelo (precipitada com sulfato de aménio e pH
5.0) eluiu desde o volume de exclusdo (pool S1) da coluna de Sephacril S300 até o valor
esperado para uma proteina nativa de 83 kDa. A recromotagrafia do pool S1 reproduziu o
perfil obtido para a cromatografia da fracdo soltvel de cerebelo, sugerindo interacdo de p83
com outras proteinas (M.S. Viapiano & A.R. Martins, comunicago pessoal).

Em coluna de DEAE-Sepharose FF, p83 cerebelar foi detectada em parte no eluato
ndo retido da coluna, e em parte durante o gradiente de NaCl (0 a 1,5 M). Esse altimo eluato
foi separado em 3 pools. O segundo pool foi cromatografado em coluna de Phenyl-
Sepharose FF e p83 eluiu com agua Milli Q. Esse eluato foi submetido a cromatografia em
coluna de Butyl-Sepharose FF, na qual p83 eluiu também durante a eluicdo da coluna com
agua Milli Q. O eluato de p83 foi reunido, concentrado e aplicado a uma coluna de
Concanavalina A-Sepharose. Nesta coluna, grande parte da proteina p83 ndo ficou retida.
Entretanto, observou-se uma fragdo anti-KM" imunorreativa durante a eluicdo com tamp&o
de equilibrio, e peso molecular aparente de 53 kDa. Esta fracdo e as fracdes adjacentes (0s
tubos anterior e posterior ao tubo correspondente a essa fragcdo) foram concentradas e
aplicadas em SDS-PAGE preparativa (18 x 17 x 0,0015 cm). A banda correspondente foi
excisada e os peptideos obtidos por hidrélise triptica “in gel” foram submetidos ao
sequenciamento por espectrometria de massa pelo Dr. Haiteng Deng, no Proteomics

Resource Center, Rockefeller University.
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O sequienciamento permitiu a obtencdo de 4 peptideos que foram usados para realizar
busca em bancos de dados e apresentaram identidade com a proteina predita “similar a p53-
associated parkin-like cytoplasmic protein” de Ratus norvergicus (gi|62654698), com
cobertura de sequéncia: 1.7%; score 42; p<0.05 (dados obtidos usando o programa Mascot
da Matrix Science utilizado pelo Dr. Deng). Em 22 de junho deste ano, o gi|62654698 foi
substituido pelo i|109485713, no site do NCBI, devido ao registro do mRNA
correspondente diante de evidéncias derivadas de EST. Ha pequenas diferencas entre as duas
proteinas. A proteina gi|62654698 tem massa molecular 287.771 Da, pl tedrico 5.35 e é
composta por 2.538 residuos de amino-acidos. A proteina gi|109485713, tem 2.513 residuos
de amino-acidos, massa molecular 280.436 Da, e 0 mesmo pl tedrico 5,35. Esta proteina foi
denominada similar a “p53-associated parkin-like cytoplasmic protein”. Os peptideos que
seqlienciamos apresentaram a mesma identidade de seqiiéncia com a segunda proteina
depositada.

A proteina p83 exibe algumas propriedades comparaveis as de “p53-associated parkin-
like cytoplasmic protein”: a forma nativa dessa Ultima proteina elui em cromatografia de
filtracdo em gel como formas moleculares ou complexos de 83, ~300 e cerca de 1.000 kDa.
Em western blot ja verificamos formas imunoreativas de 53, 83 e aproximadamente 150
kDa, para p83. A forma anti-KM" imunorreativa de p83 de baixo peso molecular, 53kDa,
poderia ser produto de degradacdo de p83, que em condicGes nativas teria peso molecular
acima destes valores. p83 possui pl acido, aparentemente em torno de 5,0, por precipitar
préximo a este pH. Os precipitados obtidos durante a extracdo de p83 sdo extremamente
dificeis de solubilizar. Entretanto, as evidéncias disponiveis sdo fracas para apoiar a
identidade entre a proteina p83 e “p53-associated parkin-like cytoplasmic protein”.

O projeto inicial de doutorado foi delineado no momento da primeira tentativa de

seqlienciamento de p83. Os primeiros peptideos correspondentes a sequiéncias ainda nao
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descritas ja estavam sendo identificados e embora as seqliéncias ainda ndo tivessem sido
enviadas, os relatorios da Rockfeller eram animadores e esperava-se que muito em breve a
seqliéncia completa de aminoécidos da proteina p83 fosse identificada. Nesse contexto
estavam inseridas, como ainda permanecem, as questdes referentes a caracterizacdo
bioquimica e molecular e ao papel bioldgico de p83, uma proteina aparentemente nova,
sistema  nervoso-especifica, desenvolvimento-regulada, provavelmente associada a
macromoléculas que incluem HSP90p, tau e laminina e que parece ser biologicamente
importante. Assim, o0 objetivo geral do projeto inicial de doutorado consistia na:
“identificacdo, clonagem e sequienciamento do cDNA codificante da proteina p83 e
analise da expressdo de seu mRNA no sistema nervoso central de rato”, e seria parte
importante da caracterizagdo molecular e biolégica da proteina p83 pois as ferramentas e o

conhecimento gerados seriam fundamentais para estudar o papel bioloégico da proteina p83.
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2.1 Isolar o cDNA de p83 a partir de uma biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo de
rato (Lambda zapl1® rat cerebellum premade library, Stratagene).

2.2 Obter a seqiiéncia de nucleotideos do cDNA de p83.

2.3 Estudar a expressdo do mRNA de p83 nos diferentes tecidos de rato adulto por dot blot,
northern blot e hibridizacao in situ.

2.4 Estudar a expressdo regional do mRNA de p83 no SNC de rato adulto por dot blot,
northern blot e hibridizacao in situ.

2.5 Estudar a expressdo ontogenética do mRNA de p83 no cerebelo e cdrtex de rato por dot

blot, northern blot e hibridizacdo in situ.
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Durante o periodo em que se tentou o screening da biblioteca de expressao de cDNA
de cerebelo de rato por meio de microarrays, os experimentos foram realizados em
colaboragdo com o Prof. Dr. Jesus Aparecido Aparecido Ferro e Dr.* Sénia M. Z. Di Mauro,
do Departamento de Tecnologia da FCAV/UNESP, Jaboticabal, no BCC Center. Usamos o
robd Q-bot (Genetix) para fazer o picking dos clones (contetido dos halos de lise — fagos A) a
partir de placas 22.5 x 22.5 cm, arranja-los ordenadamente em soluc¢des estoque em placas
384, fazer réplicas para infec¢do da bactéria hospedeira XL1-BLUE MRF’ e expressdao das
proteinas da biblioteca ¢ para gridding das proteinas em membranas. Padronizamos a rotina
do robd, trabalhando-se os limites de deteccdo da proteina p83. Testamos diferentes tipos de
membranas (Nylon positively charged/Genetix, PVDF/Du Pont, PVDF/Amersham, Hybond
C-extra/Amersham) com diferentes tratamentos, ¢ em diferentes condi¢des de revelagdo com
o anticorpo anti-KM" (métodos cromogénicos, quimioluminescentes, quimiofluorescentes, e
radioativos).

Entretanto, a metodologia empregada no processo realizado com o robd ndo esta aqui
apresentada, por ndo ser relevante para a compreensdo do desenvolvimento do projeto, uma
vez que o método foi interrompido apenas devido a problemas mecanicos com o equipamento
em questdo.

Todos os equipamentos utilizados para a realizacdo dos experimentos feitos durante o
screening convencional da biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo de rato foram
obtidos com suporte financeiro da FAPESP ao projeto de Auxilio Regular a pesquisa
“Proteina p83: purificacdo, clonagem, expressdo da proteina recombinante, caracterizacdo
bioquimica, molecular e bioldgica™, coordenado pelo Prof. Dr. Antonio Roberto Martins, no
qual esteve inserido o projeto de Doutorado. Os equipamentos dos quais ndo dispiinhamos

foram utilizados em outros laboratorios, € estdo citados no texto.
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3.1 Screeening da biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo de rato (Lambda zapl1®
rat cerebellum premade library, Stratagene), em alto titulo de plagueamento de fagos e
com recuperacgdo antigénica por cloridrato de guanidina 6M, usando-se como sonda 0

anticorpo anti-KM" pré-adsorvido contra proteinas de E. coli XL1-Blue MRF’

3.1.1 Pré-adsorcao do anticorpo anti-KM" contra proteinas de E. coli XL1-Blue MRF’
Em western blot das fragdes soluvel ¢ particulada do lisado de E. coli XL1-Blue MRF’
usando-se o anticorpo anti-KM", verificou-se que o mesmo reconhece uma série de proteinas
da bactéria. Nesse experimento preliminar usou-se como tampao de lavagem, o tampao Na-
»HPO4 20 mM pH 7.5 contendo NaCl 150 mM e Triton X-100 0,1% (v/v), uma condicao,
relativamente, pouco estringente. Para que o anticorpo anti-KM" pudesse ser usado como
sonda no screening da biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo de rato, trabalhou-se com
a estringéncia do processo de imunodeteccao para se obter menor deteccdo de proteinas de E.
coli XL1-Blue MRF' e maior detec¢do de p83. Entretanto, mesmo depois de definida a
condigdo de melhor estringéncia, foi necessario pré-adsorver o anticorpo anti-KM"™ contra
proteinas de E. coli e retitula-lo para deteccdo de p83, antes que pudesse ser usado no

screening da biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo de rato.

3.1.1.1 Definigdo de melhor condicdo de estringéncia para uso do anticorpo anti-KM*
como sonda no screening da biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo de rato

A partir da condi¢@o anteriormente testada para imunodetec¢do cromogénica de p83 e
proteinas de E. coli XL1-Blue MRF’, onde se usou, como tampao de lavagem, o tampao
Na,HPO4 20 mM pH 7.5 contendo NaCl 150 mM e Triton X-100 0,1% (v/v), comparou-se
outras condi¢des de estringéncia, alterando-se as concentragcdes de NaCl e Triton, no tampao.

Primeiro comparou-se diferentes concentragdes de NaCl, a saber: 150 mM, 250 mM, 350 mM
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e 450 mM, mantendo-se a concentracdo de 20 mM de Na,HPO4 (pH 7.5) e 0,1% (v/v) de
Triton X-100. Entao, para as concentragdes de NaCl em que p83 foi detectavel e as proteinas
de E. coli exibiram sinal menos intenso, variou-se a propor¢ao de Triton X-100: 0,1%, 0,2% e
0,3%. Os protocolos de preparo do lisado de E. coli, eletroforese, eletrotransferéncia e
imunodetecc¢do cromogénica de p83 e proteinas de E. coli estdo descritos a seguir.

Preparou-se lisado de E. coli XL1-Blue MRF’ (Sambrook & Russell, 2001), a partir de
uma cultura da bactéria em 100 ml de meio de cultura liquido, LB-tetraciclina. A cultura foi
incubada a 37°C em agitagdo até saturagdo do meio (~ 20 horas). Coletaram-se as células por
centrifugagdo a 5000g por 10'. Ressuspendeu-se as células em 3 ml de tampao de
ressuspensao celular [tampao Tris-HC1 50 mM pH 8.0 contendo EDTA 10 mM]. Congelou-se
(5' a -80°C) e descongelou-se (placa aquecedora a 25°C) varias vezes a suspensdo. Sonicou-se
a mesma, a forga maxima por 6 periodos de 20" a 0°C (sonicador Kinematica, Polytron).
Centrifugou-se o extrato a velocidade maxima durante 10' a 4°C em microcentrifuga
(Eppendorf Bioresearch, 5415R). Recuperou-se o sobrenadante, que foi transferido para novo
tubo. O lisado foi estocado a -20°C até o momento de uso. Os pellets também foram
ressuspendidos em H,O Milli-Q e estocados a —20°C por curto periodo de tempo.

Apds dosagem de proteinas (Lowry et al., 1955), as amostras foram diluidas (4:1) em
tampao de Laemmli [tampao Tris-HC1 0.5 M pH 6.8 contendo 10% sacarose (p/v), 10% SDS
(p/v) e 3.6 M B-mercaptoetanol] e fervidas durante 5°. Aplicou-se uma massa de 50 pg de
cada amostra (fragdes soltivel e particulada do lisado de E. coli) em gel de poliacrilamida em
gradiente de 6 a 20%. A eletroforese em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE) (Laemmli,
1970; Laemmli et al., 1973) foi feita a uma corrente constante de 2.5 mA/cm. Tampao de
corrida: Tris-HCI 25 mM pH 8.3 contendo glicina 190mM e SDS 0,1% (p/v). As proteinas

foram eletrotransferidas do gel para membrana de nitrocelulose (Towbin et al., 1979) sob
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voltagem constante de 35V/gel durante 3h e 30’ em tampao de transferéncia: Tris-HCI 25 mM
pH 8.3, contendo glicina 190 mM, SDS 0,1% (p/v) e etanol 20%.

As membranas foram submetidas a imunodetec¢do cromogénica (fosfatase alcalina e
NBT/BCIP) de acordo com protocolos desenvolvidos a partir de métodos convencionais para
western blot (Burnette, 1981; Harlow, 1999). Bloqueio: 16 horas a 4°C ou 4 horas a
temperatura ambiente em tampao de bloqueio (leite 2,5% em tampao de lavagem). Anticorpo
primério (IgG coelho anti-KM™ 1:1000, em tampdo de bloqueio): 4 horas a temperatura
ambiente ou 16 horas a 4°C. Lavagem: 3 x 10’ em tampdo de lavagem. Anticorpo secundério
[IgG de cabra anti-IgG de coelho conjugado com fosfatose alcalina (Promega) 1:3000 em
tampao de bloqueio]: Uma hora a temperatura ambiente. Lavagem: 2 x 10’ em tampao de
lavagem e 3 x 5’em tampao Tris-HCI 100 mM pH 9.0 contendo NaCl 150 mM e MgCl, ImM
(tampao AP). Revelacdo: de acordo com as instrugdes do Kit BCIP/NBT (5-Bromo-4-chloro-
3-indolyl phosphate/Nitro blue tetrazolium) Color Development Substrate, Promega.

A condigdo de estringéncia selecionada através dos experimentos descritos neste item
(ver item 4.1, em resultados), foi usada em todas as demais imunodetec¢des com o anti-KM"

realizadas durante o screening da biblioteca de expressao.

3.1.1.2 Pré-adsorcao do anticorpo anti-KM" contra proteinas de E. coli XL1-Blue MRF’
imobilizadas em membrana de nitrocelulose (modificado a partir de Sambrook &
Russell, 2001)

Desenvolveu-se um método para pré-adsor¢do contra proteinas imobilizadas em
membranas de nitrocelulose Hybond C-Extra (Amersham Bioscences), a partir da adaptacao
de metodologia pré-existente para pré-adsor¢do de anticorpos contra proteinas de E. coli em

solucdo (Sambrook & Russell, 2001).
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Prepararam-se as proteinas das fragdes soluvel e particulada de lisado de E. coli XL1-
Blue MRF’. A cletroforese em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE) e a eletrotransferéncia
das proteinas do gel para membrana de nitrocelulose foram feitas como citado no item 1.1.1.
Para cada 50 pg de fragdo soluvel e 50 pug de fragdo particulada (cada amostra
correspondente a uma canaleta do gel) pré-adsorveu-se 1 ml de anti-KM", de acordo com o
protocolo a seguir:
- Incubou-se as membranas por uma hora a temperatura ambiente em tampao de
bloqueio [leite 2,5% em Na,HPO4 20 mM pH 7.5 contendo NaCl 250 mM e
Triton X-100 0,1% (v/v)]
- Lavou-se por 1’ em Na,HPO4 20 mM pH 7.5 contendo NaCl 250 mM e Triton
X-100 0,1% (v/v)]
- Incubou-se com o anti-KM" diluido 1:100 em tampao Tris-HCI 50 mM pH 7.5
contendo NaCl 150 mM ¢ soroalbumina bovina 3%, durante duas horas a
temperatura ambiente

- O anti-KM" foi recuperado e mantido a 4°C até momento de uso

3.1.1.2.1 Verificac&o do sucesso da pré-adsorc¢do do anticorpo anti-KM* contra proteinas
de E. coli XL1-Blue MRF' imobilizadas em membrana de nitrocelulose e de sua
capacidade de deteccéo de p83

Fez-se dilui¢des do anti-KM" pré-adsorvido para uma concentragdo final (a partir da
aliquota original) de 1:1000 e 1:500 (em tampao Tris-HCI 50 mM pH 7.5 contendo 150 mM
de NaCl e soroalbumina bovina 1 pg/ul). As aliquotas diluidas foram utilizadas como
anticorpo primario para imunodeteccdo cromogénica (fosfatase alcalina/NBT-BCIP; como
descrito no item 1.1.1) de p83 e de proteinas de E. coli XL1-Blue MRF', submetidas a

eletroforese e eletrotransferéncia para membranas de nitrocelulose (como citado no item
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1.1.1). Utilizou-se como anticorpo secundario: IgG de cabra anti-IgG de coelho conjugado

com fosfatase alcalina (Promega) 1:3000 em tampao de bloqueio.

3.1.2 Titulacdo da biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo de rato (Lambda zap!1®
rat cerebellum premade library, Stratagene)

A biblioteca foi titulada de acordo com instrugdes do fabricante.

3.1.3 Procedimento de Screening

Para preparo da bactéria hospedeira, plaqueamento, inducdo da expressao com IPTG,
e obtencdo das membranas, utilizaram-se os protocolos sugeridos pelo fabricante, com
algumas adaptacdes.

Para o plaqueamento dos fagos, a Stratagene recomenda o uso de 50000 pfu (plaque-
forming units) para placas de 150 mm, e recomenda o uso de um total de 20 placas,
justificando que este grande niimero inicial de halos de lise aumentaria a representatividade da
biblioteca. Assim, inicialmente, usou-se 200000 pfu para cada placa grande. Utilizaram-se
placas grandes (22.5 x 22.5 cm) para melhor aproveitamento da area e economia de anticorpo.
Usaram-se seis placas com este titulo para analisar um total de 1200000 clones por vez.

Para a indugdo da expressdo, variou-se a concentracdo de IPTG e testaram-se
diferentes periodos de incubagao.

Mesmo ap0s testar diversas condigdes, as primeiras tentativas de screening nao foram
bem sucedidas. Entdo, testaram-se tratamentos que pudessem expor epitopos possivelmente
ndo disponiveis para ligagio com o anti-KM", antes da imunodetec¢io. Fizeram-se testes com
uma fracdo do processo de purificacdo de p83 a partir de cerebelo de rato, eletrotransferida
para membranas de nitrocelulose Hybond C-extra apds SDS-PAGE (como citado no item

1.1.1). Compararam-se os tratamentos entre si € entre membranas nao tratadas.
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Antes de submeter as membranas aos tratamentos de recuperacdo antigé€nica, foi
necessario fixar as proteinas, pois os tratamentos poderiam desfazer as ligagdes entre as
proteinas e as membranas. Testaram-se dois fixadores diferentes: paraformaldeido 4% e
glutaraldeido 0,2%. O uso de fixadores aldeidicos partiu de protocolos desenvolvidos em
nosso laboratoério para fixa¢ao de proteinas em tecidos e em membranas, adaptados a partir de
trabalhos como o de Espindola et al. (2000).

Com cada um dos fixadores utilizaram-se trés métodos diferentes de recuperagdo
antigénica: um com cloridrato de guanidina 6M, outro com deoxicolato de so6dio 0,5% e
nonidet P-40 0,5%, e um terceiro com uréia 5%. Os tratamentos de recuperacdo antigénica
foram desenvolvidos a partir das seguintes publicagdes: Marston et al. (1990); Rudolph et al.
(1997); Hagel et al. (1971); Taraboulos et al. (1992); Martins et al. (1999); Clark et al.
(1999).

Os tratamentos foram comparados a partir dos valores de absorbancia integrada,
obtidos a partir do processamento da densidade oOptica integrada, medida com o programa
Gel-Pro Analyzer (Copyright Media Cybernetics 1993-97). O melhor método (fixagdo com
paraformaldeido 4% e recuperagdo antigénica com cloridrato de guanidina 6M) foi adotado
para os SCreenings seguintes.

Assim, apds o plaque lifting para membranas de nitrocelulose Hybond C-extra, as
mesmas foram incubadas durante 15° em tampao Na,HPO, 0,1 M pH 7.4 contendo
paraformaldeido 4% (p/v), lavadas durante 5’ por 3 vezes em agua MilliQ, incubadas 30’ em
tampao Tris 0,1 M pH 7,45 contendo glicina 50 mM, e finalmente lavadas em agua MilliQ.
Apos a fixagdo, as membranas foram incubadas por duas horas a 25°C em tampao Tris-HCl
100 mM pH 8.0 contendo cloridrato de guanidina 6M, DTT 100 mM ¢ EDTA 1mM, para
tratamento de recuperagdo antigénica. Apos a incubagdo as membranas foram lavadas em

agua MilliQ, durante 10’ por 3 vezes.
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ApoOs recuperacdo antigénica as membranas foram submetidas a imunodeteccao
cromogénica com o anticorpo anti-KM", pré-adsorvido contra proteinas de E. coli (protocolo
descrito no item 1.1.1).

Os clones que exibiram sinal imunorreativo, foram retirados das placas com uma area
de seguranga em volta (~0,5 cm de didmetro). O fragmento de top agar correspondente a cada
clone foi colocado separadamente em tubos de microcentrifuga em 500 ul de tampao SM [5.8
g de NaCl, 2 g de MgS0O4.H,0, 50 ml de 1M Tris-HCI (pH 7.5), 5 ml de 2% gelatina (p/v) e
H,O deionizada q.s.p. 1L] contendo cloroférmio 5% (v/v). Cada tubo foi agitado em vortex
por 30” para permitir a liberagdo das particulas do fago no tampdao SM. Os tubos foram
incubados a 4°C durante dezesseis horas, antes de serem utilizados. Adicionou-se
dimetilsulfoxido (DMSO) para uma concentragio final de 7% e estocou-se os clones a -80°C.

Para o rescreening, inicialmente seguiram-se as mesmas condi¢des definidas para o
screening. Posteriormente, o rescreening foi repetido utilizando-se as condigdes definidas no
screening da biblioteca de expressao de cDNA de cerebelo de rato utilizando-se o anticorpo

anti-GFAP como sonda.

3.1.4 Anélise do clone AZAPII anti-KM® imunorreativo apds excisdo in vivo do
fagomideo pBluescript do vetor AZAPII e subclonagem em E. coli XL1-Blue MRF’

Dos clones replaqueados durante 0 rescreening, cinco foram utilizados para essa

analise.

3.1.4.1 Exciséo in vivo do fagomideo pBluescript do vetor Lambda zapl|
- Indculo over night de uma coldnia isolada de XL1 Blue MRF’ a 37°C e 185
rpm (Shaker Mod. CH-4103 Minitron, INFORS HT, Departamento de Biologia

Celular e Molecular, FMRP-USP)
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- Dilui¢do em meio LB suplementado com 0,2% maltose e MgSO4 10 mM e
incubacdo a 37°C e 185 rpm até ODgoo=1.0

- Centrifugacgdo a 2000 rpm por 10’ para coletar células

- Lavagem das células em MgSO, 10 mM

- Centrifugag¢do a 2000 rpm por 10’ e ressuspensdao em MgSO4 10 mM

- Incubagdo a 37°C por 15°: 1ul do helper phage em 200ul das células de XL1-
Blue MRF’ a ODgpp=1.0 € 200 ul do fago (halo de lise) estocado no tampao
SM. Usou-se o helper phage VCM13, para recuperagdo de DNA fita simples
(usado para seqiienciamento), ou o helper phage ExAssist, para recuperagao de
DNA fita dupla

- Adigdo de 5 ml de meio LB suplementado com MgSO4 10 mM e 0,2% maltose
¢ incubagio a 37°C e 185 rpm, durante 16 horas

- Incubagdo a 70°C por 20’

- Centrifugagdo a 1000 g por 5’ e transferéncia do sobrenadante para novo tubo
(de polipropileno, estéril).

- Adicdo de 200ul do excisado a 200ul de E. coli XL1-Blue MRF’ a ODgpp=1.0
lavadas em MgSO, 10 mM e incubagdo a 37°C por 15°, para a excisdo com
VCM13. Adigao de E. coli SOLR, nas mesmas condigdes, para a excisdo com
ExAssist

- Plaqueamento em LB-ampicilina (10mg/ml)

- Incubagdo a 37°C por 16 horas

3.1.4.2 Extracdo de DNA plasmidial com o kit Wizard Plus Minipreps DNA purification
System (Promega) — preparacdo a partir dos clones de E. coli XL1-Blue MRF’

transformada com pBluescript excisado do clone AZAPII anti-KM™ imunorreativo
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A partir de cada uma das cinco excisdes, coletou-se dois clones de bactérias
transformadas com o pBluescript excisado. Portanto prosseguiu-se com 10 clones. A extracao
de DNA plamidial foi feita com o kit Wizard SV Miniprep (Promega), de acordo com o

protocolo sugerido pelo fabricante.

3.1.4.3 Digestdo com EcoRI do DNA plasmidial extraido dos clones pBluescript/AZAPII
anti-KM" imunorreativo — para verificagdo da presenca do inserto

Usou-se digestdo com Eco RI (enzima que flanqueia o inserto no sitio multiplo de
clonagem do vetor pBluescript) para verificar o tamanho dos fragmentos correspondentes ao
vetor e aos insertos.

Protocolo descrito a seguir. Adaptado a partir das instrugdes do fabricante,
Invitrogen™™ Life Technologies.

Reacdo para cada tubo:

L}

10% do volume final de Tampao React® 3 [10X]

1 ul de Eco RI

L]

2 ul de amostra de DNA

q.s.p. 20 ul de H,O MilliQ

L]

Incubagio a 37°C durante 3 horas

L]

Como foi feita mais de uma reacao, preparou-se uma mistura com a quantidade de
reagentes suficiente para o nimero de amostras analisadas, sem se colocar a amostra de DNA.
Colocou-se 18 ul da mistura de reagentes em cada tubo e acrescentou-se 2,0 ul de uma

amostra diferente de DNA a cada um.
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3.1.4.3.1 Eletroforese das digestdes EcoRI em gel de agarose

As amostras submetidas a digestdo com Eco RI foram acrescidas de 10% (v/v) de
tampao de amostra para DNA (solucdo estoque [10X]: EDTA 50 mM pH 8.0 contendo
glicerol 30%, SDS 0,6% e azul de bromofenol 0,42% em H,O) e aplicadas em gel de agarose
1% em tampao TAE (40 mM Tris-acetato contendo 1 mM EDTA) com 0,5ug/ml de brometo
de etideo (v/v). Usou-se os marcadores de peso molecular de DNA de 100 e 500 pares de
bases, da Invitrogen'™ Life Technologies. Os mesmos foram preparados como indicado pelo
fabricante. Aplicou-se 0,8 pg de cada marcador. A eletroforese foi feita a uma corrente
constante de 80V (cubas para eletroforese horizontal: Hoefer HE 99X e GNA 100,
Amersham; fonte: EPS 301, Amersham). O gel foi exposto a luz ultravioleta em
transiluminador (MacroVue UV-25 Hoefer, Amersham) para visualizagdo e documentagio.
As imagens digitais do gel foram obtidas com o aparelho EDAS da Kodac (equipamento
pertencente ao Departamento de Biologia Celular e Molecular, FMRP-USP).

Apo6s confirmagdo do peso molecular do vetor e observagao de insertos de tamanhos

diferentes, todos os clones foram submetidos ao seqiienciamento.

3.1.4.4 Seqiienciamento dos clones pBluescript/AZAPII anti-KM™ imunorreativos

O material encaminhado ao seqiienciamento foram os plasmideos extraidos a partir
dos clones de E. coli XL1-Blue MRF’ transformada com pBluescript excisado de clones
LZAPII anti-KM"™ imunorreativos (resultantes do re-screening do clone AZAPII anti-KM"
imunorreativo identificado).

Fez-se seqiienciamento por eletroforese de capilaridade no seqiienciador ABI3100
(Applied Biosystems), usando-se o kit Big-dye terminator 3.0 (Applied Biosystems). As
reagOes foram preparadas de acordo com instru¢des do fabricante. Usou-se o Primer M13 nas

diregdes direta e indireta de leitura (primers forward e reverse).
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As reagoes de seqiienciamento foram feitas no laboratorio do Prof. Paulo Lee Ho, no

Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan, em Sao Paulo - SP.

3.1.4.5 Analise das sequéncias por bioinformatica para identificacdo dos cDNAs isolados
a partir do screening da biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo de rato (Lambda
zapl1® rat cerebellum premade library, Stratagene) com o anticorpo anti-KM*

As seqiiéncias foram comparadas com as depositadas em bancos de dados do National
Institute of Health (NIH) e foram analisadas com diversos recursos de bioinformatica
disponiveis em sites gratuitos:

- ferramentas do software de bioinformatica do National Center for

Biotechnology Information (NCBI): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

- ferramentas do European Bioinformatics Institute: www.ebi.ac.uk/clustaw

- recursos disponibilizados no servidor da FMRP-USP: morpheus.fmrp.usp.br
- ferramentas “the sequence manipulation suite” da Bioinformatics Organization:

http://www.bioinformatics.org/sms

- Ferramentas do servidor de protedomica Expert Protein Analysis System

(ExPASy) do Swiss Institute of Bioinformatics: http://ca.expasy.org/

O Professor Dr. Paulo Lee Ho, do Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan,
gentilmente orientou os estudos de andlise da seqiiéncia por bioinformatica e contribuiu com

sua interpretacgao.

3.2 Screeening da biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo de rato (Lambda zap!1®
rat cerebellum premade library, Stratagene), em baixo titulo de plagueamento de fagos e
sem recuperacao antigénica, usando-se como sonda o anticorpo anti-KM+ pré-adsorvido

contra proteinas de E. coli XL1-Blue MRF’


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.ebi.ac.uk/clustaw
http://www.morpheus.fmrp.usp.br/
http://www.bioinformatics.org/sms
http://ca.expasy.org/
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Ap0s a observagdo dos resultados obtidos no screening com o anticorpo anti-GFAP
(ver anexos, item 6, repetiu-se o screening da biblioteca com o anticorpo anti-KM' nas

mesmas condigdes: clones isolados (4000pfu/placa) e 10 placas de 22.5 x 22.5 cm.

3.3 Verificacdo da correspondéncia entre p83 e drebrina

Constatamos identidade de seqiiéncia nucleotidica entre 0 cDNA de um dos clones
anti-KM" imunorreativos obtidos e o cDNA da debrina. Esse dado, associado a algumas
propriedades exibidas pelas duas proteinas, sugeriu possivel equivaléncia entre p83 e
drebrina. Definimos estratégias para avaliar se p83 poderia poderia corresponder a drebrina.
Essa informacao seria importante para conduzir os passos seguintes em dire¢do a obtencao da

seqiiéncia nucleotidica completa do cDNA de p83.

3.3.1 Andlise da capacidade de deteccdo do anticorpo anti-drebrina contra p83 e da
capacidade de deteccdo do anticorpo anti-KM" contra drebrina

Verificamos a imunorreatividade de p83 com um anticorpo comercial anti-drebrina
por western blot, a partir de fragao purificada de p83 submetida a SDS-PAGE.

Utilizamos fragdes do processo de purificacdo de p83 a partir de cérebro e cerebelo de
rato. O anticorpo anti-drebrina (StressGen) que utilizamos ¢ um anticorpo monoclonal (NBA-
110) que reconhece as isoformas A e E de drebrina, em rato, camundongo, coelho ¢ humanos.

Verificamos ainda, também por western blot, a capacidade de imunodeteccdo do
anticorpo anti-KM " a partir de homogeneizado total para processo de purificagio de drebrina

(Shirao & Obata, 1986), submetida a SDS-PAGE.

3.3.2 Producéo da proteina recombinante correspondente a sequéncia de cDNA do clone

anti-KM" imunorreativo, isolado no screening
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Realizamos todos os experimentos necessarios para esta etapa, no laboratério do
Professor Paulo Lee Ho, Centro de Biotecnologia, Instituto Butantan. Portanto, todos os

equipamentos utilizados no periodo foram do referido laboratorio.

3.3.2.1 Amplificacdo e subclonagem da sequéncia do clone 9B para producdo da
proteina recombinante correspondente

O fragmento foi amplificado por PCR (polymerase chain reaction). Os
oligonucleotideos para a amplificacdo do fragmento foram desenhados a partir da seqiiéncia

de interesse, utilizando-se o programa Generunner.

Foram usados os seguintes oligonucleotideos para a reacao:
Forward: 5'-CCCCTCGAGCCGAGTCCACCTAGCTCCAAGTCC-3'

Xhol

Reverse: 5'-CCAAGCTTGAACTACGTTACCGTGGCAACCC-3’
HindIII
Utilizou-se reagentes para PCR do kit que acompanha a Platinum Taq DNA
Polymerase (InvitrogenTM Life Technologies). A reacdo utilizada foi adaptada a partir do
protocolo sugerido pelo fabricante e a partir de protocolos de Sambrook & Russell (2001).
Reagdo por tubo:

5 pl de 10X PCR buffer

2 pl de MgSO4 50 mM

L]

1 ul de ANTP mix 10 mM

L]

1 ul de cada oligonucleotideo a 20 pmol/ul

2 ul de Plantinum® Taq DNA Polymerase
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- 1 ul de DNA template (aliquota estoque do clone 9B, retirado do alo de lise da
placa de screening, em tampao SM)
- q.s.p. 50 ul de H,O MilliQ

O termociclador utilizado foi o0 MJ Research.
Programa de ciclagem:

1) 95°C, 01’ (denaturagao inicial)

2) 94°C, 01’ (denaturagdo)

3) 55°C, 01’ (pareamento)

4) 72°C, 10’(extensdo). CICLAGEM.: repeti¢do dos passos 2 a 4 por 34 vezes.

5) 72°C, 5” (extrusio)
Observagdo: a temperatura da placa superior do termociclador foi mantida a 103°C, para
impedir a evaporacao dos reagentes da PCR contidos nos tubos e evitar o uso de 6leo mineral.

O produto PCR foi acrescido de 10% (v/v) de tampao de amostra para DNA (solugdo
estoque [10X]: EDTA 50 mM pH 8.0 contendo glicerol 30%, SDS 0,6% ¢ azul de bromofenol
0,42% em H,0) e aplicadas em gel de agarose 0,8% em tampao TAE [40 mM Tris-acetato
contendo 1 mM EDTA] com 0,5ug/ml de brometo de etideo (v/v). Usou-se, como marcador
de peso molecular de DNA, AHindIII, da Invitrogen™ Life Technologies, preparado como
indicado pelo fabricante. Aplicou-se 0,8 ug do marcador. A eletroforese foi feita a uma
corrente constante de 90V (cubas para eletroforese horizontal: Hoefer HE 99X e GNA 100,
Amersham; fonte: EPS 301, Amersham). O gel foi exposto a luz ultravioleta em
transiluminador, para visualizacdo e obtencdo das imagens digitais, no aparelho Eagle Eye
(Stratagene).

As bandas correspondentes aos insertos foram excisadas do gel com o auxilio de uma
lamina de bisturi e colocadas em tubos de microcentrifuga com capacidade para 1,5 ml. Os

tubos foram colocados a 70°C durante 10° para derretimento da agarose. A agarose fundida
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foi imediatamente submetida a purificagdo do produto PCR. Utilizou-se para purificacao da
banda o “GFX™ PCR DNA and GEL Band Purification Kit” (Amersham Biosciences).

Para confirmacdo da seqiiéncia nucleotidica do fragmento amplificado por PCR, o
mesmo foi subclonado no vetor pGEM-T conforme instrugdes do fabricante, e apos extracao
do DNA plasmidial, foi submetido ao seqiienciamento.

Depois de confirmados o tamanho do fragmento e a seqiiéncia nucleotidica esperados,

prosseguiu-se a etapa de clonagem no vetor de expressao pAE.

3.3.2.2. Clonagem do fragmento amplificado a partir da sequiéncia do clone 9B no vetor
de expressdo pAE

Para a clonagem no vetor de expressdo, o fragmento obtido a partir da PCR foi
separado do vetor de subclonagem por meio de digestdes com enzimas de restrigdo (Xhol e
HindIII, cujos sitios foram adicionados por PCR). As disgestdes foram novamente submetidas
a eletroforese, as bandas correspondentes ao fragmento foram excisadas e o DNA purificado a
partir da agarose. Esse DNA purificado foi utilizado para ligagdo no vetor pAE.

Para a reagdo de ligagdo do fragmento no vetor pAE foi utilizado um volume final de
20 ul de reacdo. Foram usados 50 ng de vetor (1vetor : linserto), T4 DNA ligase, Tampao T4
DNA Ligase 1X e dgua e a mistura foi incubada a 16°C por 16 horas.

Bactérias competentes E. coli DHSa foram transformadas com o produto da ligacdo.
Para a transformacao, adicionou-se 5 pl do produto da reagdo de ligagdo a 50 ul de bactérias
competentes E. coli DH5a.. A mistura foi incubada em gelo por 30 minutos e em seguida
submetida a choque térmico de 42°C por 2 minutos. Novamente incubou-se a bactéria
contendo o plasmideo em gelo por 5 minutos. Adicionaram-se 300 pl de meio 2YT e deixou-

se incubando a 37°C por 50 minutos. O volume total dessa mistura foi dividido e plaqueada
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em meio solido (2YT-agar) contendo 100 pg/ml de ampicilina. As placas contendo as
bactérias com plasmideo foram incubadas por 16 horas a 37°C.

Os clones transformantes foram selecionados com ampicilina. Fez-se pré-inoculos dos
transformantes em meio 2YT, contendo ampicilina, e selecionou-se os clones positivos
comparando-se o tamanho dos fragmentos obtidos, apds extragdo do DNA plasmidial com
fenol-cloroformio (Beuken et al., 1998), com fragmentos obtidos de bactérias transformadas
apenas com pAE vazio. Para essa andlise por fenol-cloroféormio, retirou-se uma aliquota de
200 pl da cultura pré-inoculada e incubada a 37°C por 16 horas. Centrifugou-se por 4 minutos
a 12.000 rpm e descartou-se o meio de cultura. Adicionou-se ao pellet 40 ul de Ficoll Dye 2X,
15 pul de uma solucdo de fenol:cloroférmio a 1:1 (v/v). A mistura foi agitada por 1 minuto em
vortex e em seguida centrifugada por 1 minuto a 12.000 rpm. Aplicou-se 10ul do
sobrenadante da mistura (contendo DNA gendmico, DNA plasmidial e RNA) em gel de
agarose a 1,5%.

Os plasmideos dos clones escolhidos foram purificados com o kit “Concert Rapid

Plasmid Purification” (Gibco BRL) de acordo com as instru¢des do fabricante.

3.3.2.3. Expressdo da proteina recombinante (fragmento amplificado a partir da
sequéncia do clone 9B) em diferentes linhagens de E. coli

A linhagem E. coli BL21(SI) induzivel por NaCl (Bhandari et al., 1997) possui
promotor da T7 RNA polimerase sob acdo do promotor responsivo a osmolaridade, promotor
proU de E. coli. Utilizou-se primeiramente essa linhagem porque as proteinas sdo expressas
pela mesma sob inducdo de NaCl, de mais baixo custo que IPTG, indutor para as outras
linhagens disponiveis no laboratorio.

Bactérias competentes E. coli BL21-(SI) foram transformadas com o plasmideo (pAE

/ fragmento 9B amplificado por PCR). Para a transformagao seguiu-se 0 mesmo procedimento
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utilizado para a E. coli DH5a., exceto pela temperatura de incubagio, que foi de 30°C, e pela
omissdo de NaCl nos meios de cultura. As transformacdes foram repetidas trés vezes, porque
ndo se obteve clones transformantes nas placas. Mesmo apos a produ¢do de novas bactérias
competentes E. coli BL21 (SI), as transformagdes, novamente, ndo funcionaram. Assim,
partiu-se ao uso de outras linhagens de bactérias.

A linhagem utilizada em seguida foi E. coli BL21-(DE3)-Star-pLY'S, induzivel por
IPTG. Para a transformagdo seguiu-se o mesmo procedimento utilizado para a E. coli DH5a,
exceto pela selecdo, que neste caso deve ser feita com ampicilina e cloranfenicol. Colonias de
transformantes foram inoculadas em 5 ml de meio 2YT, contendo 100 pg/ml de ampicilina e
30 pg/ml de cloranfenicol, e incubadas a 37°C por 16 horas, sob agitagdo. As culturas
crescidas durante a noite foram diluidas a 1:30 (v/v) para 100 ml de volume final. As
diluigdes foram incubadas a 37°C sob agitagdo, até atingir OD600=0,6 (aproximadamente 3
horas de incubagao).

Quando as diluigdes atingiram ODg(p=0,6, adicionou-se o indutor da expressao, IPTG
a 1,2 mM, as culturas em crescimento e manteve-se a incubagio sob agitagdo a 37°C. Testou-
se diferentes tempos de indugdo da expressdo, a saber: 2 horas, 4 horas, 6 horas e 16 horas.
Fez-se aliquotas de 1 ml de cada cultura ndo induzida, antes de se adicionar o indutor, e
também apds cada tempo de indugdo da expressdo. As aliquotas foram centifugadas e
preparou-se o pellet para SDS-PAGE.

Ap6s analise por SDS-PAGE, selecionou-se 2 clones e repetiu-se todo o procedimento
em larga escala: Os pré-inoculos foram feitos num volume de 100 ml e a diluicdo no dia
seguinte foi feita para um volume final de 1 litro.

A cultura de 1 litro de células foi centrifugada por 10 minutos a 5000 rpm e o
precipitado bacteriano obtido foi ressuspendido com 100 ml de tampao PBS 1X, agitado

vigorosamente até a homogeneizacdo, e imediatamente congelado a —20°C. A etapa de



Métodos e Técnicas Empregados 31

congelamento facilita o rompimento das células bacterianas. Apos o descongelamento, a
mistura foi lisada por pressio no French Pressure®. Separaram-se as fragdes soluvel e
particulada do lisado bacteriano, por centrifugagcdo. Prepararam-se ambas para purificagdo das
proteinas, j& que ndo se sabia previamente se a proteina recombinante em questdo seria
expressa em E. coli como proteina soliivel ou em corpusculos de inclusdo.

A fragdo soluvel foi filtrada em filtro 3M e imediatamente submetida a purificacdo das
proteinas. A fragdo particulada, na qual estdo presentes os corpusculos de inclusdo, foi tratada
para lavagem e solubilizacdo das proteinas insoliveis presentes nos mesmos, com solugdes
IM e 8M uréia, respectivamente. Apds o tratamento, a fragdo particulada foi também
submetida a purificagdo.

Como ndo se obteve producdo de proteina recombinante com a linhagem de E. coli
BL21-(DE3)-Star-pLYS, usou-se, também, para tentativa de expressdo da proteina
recombinante, a E. coli BL21-CodonPlus-(DE3)-RP. Esta linhagem contém codons restritivos
para E. coli. Decidiu-se utilizar essa linhagem porque depois de varias tentativas ndo
sucedidas de expressar a proteina recombinante em linhagens que usualmente produzem
proteinas recombinante com grande rendimento, verificamos que a seqiiéncia do fragmento
amplificado a partir da seqiiéncia do clone 9B possui nimero consideravel de cdodons
restritivos para E. coli, o que pode impedir que a proteina recombinante seja expressa
adequadamente.

A E. coli BL21-CodonPlus-(DE3)-RP contém copias extras de genes argU (codons
AGA e AGQG) e proL (codon CCC). Estes genes codificam RNAs transportadores que
restringem mais frequentemente a tradugdo de proteinas heterdlogas de organismos com
genomas ricos em GC. A seqiiéncia nucleotidica do clone 9B, que foi amplificada por PCR
para ser expressa como proteina recombinante apresenta uma frequéncia alta desses cddons,

especialmente os que codificam para prolina.
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Todo o procedimento de transformacao, inducdo da expressao com IPTG em pequena
escala, escolha dos clones para indugdo em larga escala e preparo das fragdes soluvel e
particulada do lisado bacteriano para purificacdo das proteinas soliiveis e insoluveis, foi feito

como descrito acima para as outras linhagens de bactéria utilizadas.

3.3.2.4 Purificacdo da Proteina Recombinante
Purificagdo a partir da fracdo soluvel:

A fracdo soluvel fitrada em papel 3M foi adsorvida pela coluna de Ni2+-sepharose
(Amersham-Pharmacia), previamente carregada com uma solucao 0,3 M NiSO4, e equilibrada
com PBS 1X. A entrada da amostra (volume total de 100 ml) na coluna se deu com o auxilio
de uma bomba peristaltica, fluxo de 1,0 ml/min. Para lavagem da coluna aumentou-se
progressivamnte a concentragdo de Imidazol no tampao de lavagem. Fez 4 lavagens com PBS
1X contendo SmM , 20mM, 40mM e 60 mM de Imidazol, progressivamente. Apos as
lavagens a proteina foi eluida da coluna com 25 ml de PBS 1X contendo 1M de Imidazol. A
presenga de proteina recombinante foi observada por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a
18%.

Purificagdo a partir da fragao particulada:

Os corpuisculos de inclusdo, obtidos através do tratamento do precipitado bacteriano,
foram lavados primeiramente com 20 ml de uma solug¢do contendo 50 mM Tris-HCI, pH 8.0,
0.5 M NaCl, 5 mM B-mercaptoetanol ¢ 1 M uréia. Os corpusculos de inclusdo foram
solubilizados por 16 horas em 20 ml de uma solu¢do contendo 50 mM Tris-HCI, 0.5 M NacCl,
5 mM B-mercaptoetanol, 8 M uréia. Para a renaturacdo protéica, foi utilizada uma solucao de
4 litros contendo 50 mM de Tris-HCl 1 M, pH 8.0, 500 mM NaCl ¢ 5 mM Imidazol, onde
foram gotejados apenas 5 ml da solugdo 8 M uréia. Apos o gotejamento da amostra, os 4 litros

de solugdo de renaturagdo permaneceram a 4°C até o momento de uso (no maximo por 16
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horas). A coluna de Ni2"/sepharose (Amersham-Pharmacia) foi preparada de acordo com
instrugdes do fabricante e equilibrada com o mesmo tampao utilizado para renaturagdo
protéica. A amostra foi entdo adsorvida pela coluna, com o auxilio da bomba peristaltica, com
fluxo de 2,5 ml/min. Para lavagem da coluna aumentou-se progressivamente a concentragao
de Imidazol no tampao de lavagem. Fez-se 4 lavagens com PBS 1X contendo SmM , 20mM,
40mM e 60 mM de Imidazol, progressivamente. Apods as lavagens a proteina foi eluida da
coluna com 25 ml de PBS 1X contendo 1M de Imidazol. Usou-se o fluxo de 1,0 ml/min para
as lavagens e eluigdes. A presenca ou nao de proteina recombinante foi observada por SDS-

PAGE.
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CEREBELO DE RATO USANDO-SE COMO SONDA O ANTICORPO ANTI-KM*

4. ResuLtapos E Discussio
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4.1 Limite de deteccdo de p83 e proteinas de E. coli - condicéo de estringéncia adequada
para maior intensidade de marcacdo de p83 e menor de proteinas de E. coli XL1-Blue
MRF*, em imunodeteccdo cromogénica (fosfatase alcalina / NBT-BCIP) com o anticorpo
anti-KM*

A escolha de condigdes béasicas (como tipo de membrana e condi¢cBes de
imunodetec¢do) para o screening foram definidas durante o periodo em que se tentou o
screening da biblioteca de expressédo de cDNA de cerebelo de rato por meio de microarrays,
usando-se 0 rob6 Q-bot (Genetix). Durante a padronizagdo da rotina do rob0, testamos o0s
limites de detec¢do da proteina p83, usando-se varias diluicbes de uma fracdo do processo de
purificacdo de p83 a partir de cerebelo de rato, com concentracdo total de proteinas
conhecida. Usamos diferentes tipos de membranas (Nylon positively charged/Genetix,
PVDF/Du Pont, PVDF/Amersham, Hybond C-extra/Amersham) com diferentes tratamentos,
e em diferentes condicdes de revelagdo com o anticorpo anti-KM* (métodos cromogénicos,
quimioluminescentes, quimiofluorescentes, e radioativos). As mesmas condi¢fes também
foram testadas em SDS-PAGE. Ap6s comparar todas as condicdes, escolhemos utilizar a
membrana de nitrocelulose Hybond C-extra, porque obtivemos os melhores resultados em
termos de resisténcia, durabilidade, facilidade de tratamento e revelagdo. Decidimos adotar a
imunodetec¢do cromogénica, com fosfatase alcalina e NBT/BCIP, porque além da praticidade
e pouco ou nenhum background na revelagdo, o método foi eficiente para detectar a proteina
em concentracbes muito baixas (a partir de 0.7 ug, aproximadamente). Tivemos que
interromper o processo de screening usando-se 0 Q-bot, devido a problemas mecanicos no
braco do robd. Assim, partimos ao screening convencional mantendo o uso da membrana de
nitrocelulose Hybond C-extra e da imunodeteccdo cromogénica com fosfatase alcalina e
NBT/BCIP. As demais condi¢des foram padronizadas a partir de entdo, como a estringéncia

mais adequada, discutida a seguir.
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Em western blot das fracdes soltvel e particulada do lisado de XL1-Blue MRF' com o
anticorpo anti-KM" verificou-se que o mesmo reconhece uma série de proteinas da bactéria
(figura 1). Nesse experimento preliminar usou-se como tampéo de lavagem, o tampdo Na-
»HPO, 20 mM pH 7.5 contendo NaCl 150 mM e Triton X-100 0,1% (v/v), uma condigdo
pouco estringente, que até entdo era o tampdo utilizado em nosso laboratério para
imunodeteccéo de p83.

Antes de pré-adsorver o anticorpo anti-KM™ contra proteinas de E. coli, para evitar
ligacBes inespecificas no screening da biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo de rato,
trabalhou-se com a estringéncia do processo de imunodetecgdo para se obter menor deteccéo
de proteinas de E. coli XL1-Blue MRF' e maior deteccao de p83.

As membranas resultantes das imunodetec¢des cromogénicas (fosfatase alcalina e
NBT/BCIP) com o anticorpo anti-KM* em que se variou a concentragdo de NaCl no tampao
de lavagem, foram submetidas a andlise da densidade Optica integrada com o programa Gel-
Pro Analyzer (Copyright Media Cybernetics 1993-97). Atraves dos valores de absorbancia
integrada (IABS), resultantes do processamento da densidade Optica integrada (I0D) por ug
de proteina, selecionou-se as molaridades de 150 mM e 250 mM de NaCl como as melhores
para maior deteccdo de p83 e menor de proteinas de E. coli (figura 2). Ao variar-se a
proporcdo de Triton X-100 para estas duas molaridades de NaCl identificou-se, através do
mesmo procedimento descrito acima com o programa Gel-Pro Analyzer, como melhor
estringéncia para maior intensidade de marcacdo de p83 e menor de proteinas de E. coli, o
tampdo Na;HPO, 20 mM pH 7.5 contendo NaCl 250 mM e 0,1% Triton X-100 (figura 3).
Este tampdo foi utilizado em todos 0s experimentos que se seguiram.

Entretanto, mesmo depois de definida a condicdo de melhor estringéncia, foi

necessario pré-adsorver o anticorpo anti-KM® contra proteinas de E. coli e retitula-lo para
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deteccdo de p83, antes que pudesse ser usado no screening da biblioteca de expressdo de

cDNA de cerebelo de rato.

1 2 3 4
=116 kDa

—97.4 kDa

— 06.7 kDa

= 45 kDa

Figura 1. Imunodeteccdo cromogénica (fosfatase alcalina, NBT/BCIP) em baixa estringéncia [Na,HPO4 20 mM
pH 7.5 contendo NaCl 150 mM e Triton X-100 0,1% (v/v)], de proteinas de XL1-Blue MRF' a partir das fracfes
soltvel e particulada de lisado submetidos a SDS-PAGE. Lanes: 1, fracdo PSA da purificacdo de p83; 2, fragdo
soltvel do lisado de XL1-Blue MRF'; 3, fragdo particulada do lisado de XL1-Blue MRF'; 4, padrdo de peso
molecular Sigma 6H.
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Figura 2. Imunodeteccdo cromogénica (fosfatase alcalina, NBT/BCIP), em diferentes condi¢des de estringéncia,
de p83, a partir da fragdo PSA2 da purificacdo, e de proteinas de XL1-Blue MRF', a partir das fracGes soltvel e
particulada de lisado submetidos a SDS-PAGE. A, B, C e D: condic@es de estringéncia. A: 150 mM NaCl e 0,1
% Triton X-100. B: 250 mM NaCl e 0,1 % Triton X-100. C: 350 mM NaCl e 0,1 % Triton X-100. D: 450 mM
NaCl e 0,1 % Triton X-100. Em A, B, C e D, manteve-se 20 mM de Na,HPQO,. De A a D, Lanes: 1, padrdo de
peso molecular Sigma 6H; 2, fracdo solivel do lisado de XL1-Blue MRF'; 3, fragdo particulada do lisado de

XL1-Blue MRF'; 4, fracdo PSA da purificacdo de p83 a partir de cerebelo de rato.
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Figura 3. Imunodeteccdo cromogénica (fosfatase alcalina, NBT/BCIP) em diferentes estringéncias, de p83 a
partir da fragdo PSAZ2 da purificacdo, e de proteinas de XL1-Blue MRF' a partir das fragdes sollvel e particulada
de lisado submetidos a SDS-PAGE. A, B, C, D, E e F: condi¢Ges de estringéncia. A: 150 mM NaCl e 0,1 %
Triton X-100. B: 150 mM NaCl e 0,2 % Triton X-100. C: 150 mM NaCl e 0,3 % Triton X-100. D: 250 mM
NaCl e 0,1 % Triton X-100. E: 250 mM NaCl e 0,2 % Triton X-100. F: 250 mM NaCl e 0,3 % Triton X-100. De
A aF, Lanes: 1, padrdo de peso molecular Biorad Broad Range; 2, fracdo soltvel do lisado de XL1-Blue MRF;
3, fracéo particulada do lisado de XL1-Blue MRF'; 4, fragdo PSA da purificagio de p83.
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4.2 Anticorpo anti-KM" pré-adsorvido contra proteinas de E. coli XL1-Blue MRF'

A pré-adsorcio do anti-KM® contra proteinas submetidas a SDS-PAGE e
eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose Hybond C-Extra (Amersham Bioscences)
apresentou resultados satisfatérios. Em diluicdo 1:500, ndo se detectou proteinas de E. coli
XL1-Blue MRF’ e obteve-se forte marcacdo de p83 (figura 4). A cada tentativa de screening e
rescreening preparou-se tanto anti-KM" pré-adsorvido quanto necessario, pois 0 mesmo perde

atividade muito rapidamente uma vez que tenha sido descongelado, diluido e pré-adsorvido.

1 2 3 4 12 3 4
97.4 kDa — 97.4 kDa—
66.2 kDa — 66.2 kDa —
45.0 kDa — 45.0 kDa—
31.0 kDa— 31.0 kDa—
21.5kDa — 21.5kDa —

Figura 4. Imunodeteccdo cromogénica (fosfatase alcalina, NBT/BCIP) com anti-KM* pré-adsorvido contra
proteinas de E. coli eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose. a: diluicdo 1:500 do anti-KM* pré-
adsovido. b: diluicdo 1:1000 do anti-KM" pré-adsovido. Em a e b; Lanes: 1, padrdo de peso molecular Biorad
Broad Range; 2, fragdo PSA da purificagdo de p83; 3, fracdo sollvel do lisado de XL1-Blue MRF'; 4, fracdo
particulada do lisado de XL1-Blue MRF'.
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4.3 Clones AZAPII anti-KM" imunorreativos resultantes de screening da biblioteca de
expressdo de cDNA de cerebelo de rato (Lambda zapl1® rat cerebellum premade library,
Stratagene)

Depois que foram definidas as condices de deteccdo, fez-se 4 screenings sem
recuperacdo antigénica, variando-se os tempos de inducgéo da expresséo (2h, 4h, 12h, 16h) e 2
screenings com recuperacdo antigénica (12h de inducdo da expressdo) por cloridrato de
guanidina 6M. Esses 6 screenings foram feitos com plaqueamento de fagos em alto titulo
(para obtencdo de halos de lise confluentes).

Identificou-se um clone anti-KM" imunorreativo no primeiro screening com
recuperacgdo antigénica (figura 5). Em cada um desses 6 screenings, o plating phage foi feito a
200000pfu/placa, sendo 6 placas analisadas em cada experimento. Ou seja, nos screenings em
alta confluéncia identificou-se 1 clone imunorreativo entre 7200000 clones.

No segundo screening com recuperacdo antigénica, nenhum clone anti-KM*
imunorreativo foi encontrado. E o0s rescreenings feitos nas mesmas condi¢cdes foram
negativos. Apos esses resultados negativos, fez-se o screening da biblioteca de expressdo de
cDNA de cerebelo de rato usando-se o anti-GFAP como sonda, usando-se titulo de
plagueamento de fagos a 40000 pfu/placa (ver item 6, em anexos). Diante dos resultados
obtidos, o screening com o anti-KM™ foi repetido com plagueamento de fagos para a obtencéo
de halos isolados.

No screening feito com clones isolados (4000 pfu/placa), mesmo sem recuperacdo
antigénica conseguiu-se identificar um clone anti-KM* imunorreativo entre 40000 clones
(figura 6).

Os rescreenings dos dois clones anti-KM" identificados foram repetidos (a 40000

pfu/placa) e confirmaram a imunorreatividade com o anticorpo anti-KM" (figura 7).
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Em todos os screenings e também nos rescreenings, o controle positivo para p83 foi
fortemente marcado e as fragdes soltvel e particulada do lisado de E. coli XL1-Blue MRF’
ndo foram marcadas. Na figura 8, apresentamos 0s controles para o screening no qual o
primeiro clone anti-KM" imunorreativo foi identificado.

As aliquotas armazenadas do clone identificado em screening feito em titulo que
permitiu plaqueamento de halos isolados, perderam a capacidade de infectar a bactéria
hospedeira, XL1-Blue MRF’. Portanto, prosseguiu-se apenas com o clone anti-KM*
imunorreativo identificado no screening feito em alto titulo de plagueamento de fagos
(figura 5).

Antes de se iniciar 0s screenings, o titulo da biblioteca de expressdo de cDNA de
cerebelo de rato (Lambda zapll® rat cerebellum premade library, Stratagene) e a proporgéo
de recombinantes foram confirmados. A titulagdo inicial mostrou um titulo da ordem de 10°
pfu/ul, e uma quantidade de placas (halos de lise) recombinantes aproximadamente 50 vezes
maior que a de ndo recombinantes. Os valores confirmaram o0s esperados segundo o
fabricante: pouco menor que 10 pfu/ul para o titulo da biblioteca, e proporcdo de
recombinantes de 10 a 100 vezes maior que a de ndo recombinantes. A cada semestre a
biblioteca foi retitulada e os resultados confirmaram, sempre, os valores identificados
inicialmente. O titulo ndo caiu, confirmando que as condi¢cdes de armazenamento e 0S

cuidados de manipulacdo foram adequados.
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Figura 5. Imunodetec¢do cromogénica (fosfatase alcalina, NBT/BCIP) ap6s tratamento de recuperacdo
antigénica em membranas resultantes do screening da biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo de rato com
o anti-KM". a: vista inteira da membrana que apresentou sinal positivo (indicado pela seta). b: zoom da regi&o da
membrana que contém a marcacao positiva (indicado pela seta).
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Figura 6. Imunodeteccdo cromogénica (fosfatase alcalina, NBT/BCIP) com o anticorpo anti-KM" pré-adsorvido
contra proteinas de E. coli XL1-Blue MRF’ para screeening da biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo de
rato (Lambda zapll® rat cerebellum premade library, Stratagene) em baixo titulo (halos isolados) e sem
recuperacdo antigénica. A: vista inteira da membrana que apresentou sinal positivo (indicado pela seta). B: zoom
da regido da membrana que contém a marcacéo positiva (indicada pela seta).
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Figura 7. Imunodeteccdo cromogénica (fosfatase alcalina, NBT/BCIP) com o anticorpo anti-kM* pré adsorvido
contra proteinas de E. coli XL1-Blue MRF' para rescreeening, em baixo titulo (halos isolados) e sem
recuperacdo antigénica, da biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo de rato, a partir do clone AZAPII anti-
KM* imunorretivo identificado. A: vista inteira da membrana, onde pode se observar marcagéo positiva de todos
os halos de lise resultantes do replaqueamento. B: zoom de uma regido da membrana, para melhor visualizacéo
da marcacéo positiva correspondente a cada halo de lise.
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Figura 8. Imunodeteccdo cromogénica (fosfatase alcalina, NBT/BCIP) de p83 e de proteinas de E. coli XL1-
Blue MRF' (fracBes sollvel e particulada de lisado) submetidas a SDS-PAGE, usando-se anti-kM* pré-
adsorvido contra proteinas de E. coli XL1-Blue MRF'. B e D: controle negativo, auséncia de anti-KM*. A e C:

anti-KM* pré-adsorvido contra proteinas de E. coli, diluido 1:500. Lanes em A e B: 1 e 2, 50ug em cada lane da
fracdo PSA da purificagdo de p83. Lanes em C e D: 1, fracdo solivel do lisado de XL1-Blue MRF'; 2, fracéo
particulada do lisado de XL1-Blue MRF'. Padrdo de peso molecular Biorad Broad Range.

4.3.1 Caracterizacdo de clones resultantes do rescreening do clone AZAPII anti-KM*
imunorreativo por excisao in vivo do pBluescript, transformacdo em XL1-Blue MRF’,
extragdo do DNA plasmidial, digestdio por Eco RI e seqlenciamento

5 clones AZAPII anti-KM" imunorreativos, selecionados aleatoriamente a partir do
rescreening do primeiro clone positivo identificado durante screening da biblioteca de
expressao de cDNA de cerebelo de rato, foram utilizados para excisao in vivo do fagomideo
pBluescript. Esses 5 clones foram denominados: 6, 7, 8, 9 e 10. Trabalhou-se com 2 clones
em E. coli XL1-Blue MRF’ transformada com pBluescript (subclones) excisados a partir de
cada clone LZAPII anti-KM™ imunorreativo. Denominaram-se o0s subclones em E. coli de A e
B. Assim, os subclones de pBluescript em E. coli sdo: 6A, 6B, 7A, 7B, 8A, 8B, 9A, 9B, 10A e
10B.

Apos extracdo de DNA plasmidial e digestdo com EcoRI, constatou-se que os 10
clones apresentaram insertos de tamanhos diferentes (figura 9):

6A e 6B — inserto de aproximadamente 1,7 kb
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7A — inserto de aproximadamente 2,0 kb

7B — banda correspondente ao inserto pouco visivel

8A e 8B — inserto de aproximadamente 2,25 kb

9A - digestdo parcial, ndo foi possivel determinar o tamanho correto dos fragmentos

9B - inserto de aproximadamente 2,65 kb

10A e 10B - bandas correspondentes aos insertos pouco visiveis

Com excecdo da construcdo 9A, onde ndo foi possivel determinar corretamente o
tamanho dos fragmentos, as demais apresentaram um fragmento correspondente ao tamanho
de 2,96 kb esperado para o vetor pBluescript. O tamanho dos fragmentos foi confirmado
usando-se o programa Gel-Pro Analyzer (Media Cybernetics).

Os DNAs plasmidiais purificados a partir dos clones 6A, 6B, 8A, 8B, 7A e 9B, foram
submetidos ao sequienciamento.

Aproximadamente 700 bp de cada amostra foram seqlenciados. Alguns
eletroferogramas ndo ficaram muito bons, apresentando nucleotideos ndo reconhecidos e
trechos com repeticdes do mesmo nucleotideo. As sequéncias foram analisadas com as
ferramentas de bioinformética e alinhadas contra o banco de dados do NCBI.

A principio compararam-se as sequéncias entre si, em busca de regifes similares. A
comparacdo entre as seqiiéncias ndo revelou qualquer regido de identidade entre elas,
indicando que possivelmente o halo positivo, inicialmente isolado, corresponde a mais de um
clone AZAPII anti-KM" (sobrepostos na placa de screening).

Na analise das sequiéncias por alinhamento com o banco de dados, apenas a sequéncia
9B apresentou resultados relevantes.

747 bases foram obtidas no seqiienciamento do fagomideo 9B. Com ferramentas de
bioinformatica, identificou-se o trecho inicial da seqgiiéncia, correspondente ao vetor, onde se

localizou o inicio do sitio maltiplo de clonagem e a posicdo dos adaptadores Eco RI utilizados
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na construcao da biblioteca e que flanqueiam o inserto. O final da sequéncia, apresentando um
trecho de qualidade ruim, com varios nucleotideos ndo identificados foi removido. A
seqliéncia restante correspondente ao inserto esta apresentada na figura 10. O alinhamento
com o banco de dados de nucleotideos apresentou identidade com as isoformas adulta e
embrionaria de drebrinas de varias espécies, assim como com seqiiéncias preditas de drebrina
(figura 11). Os resultados mais relevantes foram: 1) Um trecho de 450 bp da sequéncia
apresentou 87% de identidade com a sequiéncia do gene drba para drebrina A de Mus
musculus (gene bank: gi/19909850/dbj/AB028740.1); 2) Um trecho de 178 bp apresentou
98% de identidade com a sequiéncia de cDNA correspondente a0 mRNA para a drebrina 1 de
Rattus norvegicus (gi/297820); 3) Um trecho de 173 bp apresentou 99% de identidade com a
sequéncia de cDNA correspondente a0 mRNA para drebrin E de Rattus norvegicus
(9i/3192362/AB0150421). Quando a sequéncia foi alinhada contra o genoma do rato, o
alinhamento confirmou identidade de 99% (420 bp) com o gene da drebrina (figura 12).

A sequéncia de aminoécidos deduzida da seqiiéncia de nucleotideos 9B também
alinha com sequiéncias de aminoacidos da proteina drebrina, depositadas em banco de dados.
Os trechos da seqiiéncia que alinham com drebrina correspondem a fragmentos internos da
proteina, portanto a seqliéncia 9B pode estar incompleta tanto na extremidade 5’ como
também na extremidade 3’. A ndo identificacdo do cddon de iniciacdo ATG reforcga a idéia de
que o cDNA possivelmente esteja incompleto na extremidade 5’. Na extremidade 3’ had um
stop codon, o que ndo contribui com a idéia de que o cDNA ndo esteja completo na
extremidade 3’.

Para solucionar essas davidas com relagdo a sequéncia 9B, por primer walking,
desenhou-se pares de oligos para clonar por PCR, usando uma parte da biblioteca de cDNA
como template, o que faltava na regido 5’ deste inserto, e outros pares para confimar e

continuar o sequienciamento da regido 3’. Mas ainda nao foi possivel completar essa
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sequéncia, tampouco, portanto, elucidar estas questdes. Novos seqtienciamentos serdo feitos a

partir dessa abordagem e outras ferramentas estdo sendo definidas para tentar sequenciar o

clone todo.
1 2 3 4 5 6 7 8 910

8500 bp—»|
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e
3500 bp —» i _ _ u u
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose de DNA plasmidial de subclones anti-KM® imunorreativos
(pBluescript/AZAP I1) submetidos a digestdo com EcoRl, visualiado em trasiluminador de UV. Lanes: 1 a 10,
correspondentes aos subclones 6A, 6B, 7A, 7B, 8A, 8B, 9A, 9B, 10A, 10B; M1 e M2, marcadores de peso
molecular 100 bp DNA Ladder e 500 bp DNA Ladder (Invitrogen), respectivamente.
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Figura 10. Seqiiéncia nucleotidica obtida para o clone anti-KM* imunorreativo. Em preto, a seqiiéncia

nucleotidica. Em azul, a seqiiéncia deduzida de aminoacidos.
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Max Query E Max
Accession Dascription
score coverage value  ident
Mu= musculu=s BAT clone RFZ4-235N24 frem chromoscme 13, 523 SE% Ze-145 87%
ai] 74096677 |AC154402.2 complete seguence
Mouse DNA sequence from clone RF23-21109% on chromosome 13, 523 ) 2e—-145 A7%
@i | 84992338 |CTO09T762. 8 complete seguence
Mus mu=culus dzba gene for drebrin &, paztial cd= 523 56% 2e-1 B7%
gi|19909850 | ABO2BT40.1
Rattus norvegicus cDHAE clone MEC:156631 IMAGE:B368014, 222 aTa Em—B5 100%
gil146218350|BC130847.1 complete cd=
Rattu=s morvegicu= dzebrin 1 (Dbnl), =RNA 318 5% le-g2 =k
@i13591935|HM 031024.1 >gil 287820 | emb | XS8267 . 1| RHDREERIK R._neorvegicus mBRHA for

drebrin A

Rattus norvegicus mBHE for drebrim E, pa 21€ T 4e—03 95=%

ail3152362 |AB015042.1

Mu= musculus mBNZ for drebrin A2, complste cds 213 43% Se-B2 o94%
gi13511151 |ABO64321.1

Mus musculus drebrin 1 (Dbel), =RNA £72 3T Ee—T0 4%
¥i|115130629|HH 0158133

Hu=s mu=culus 12 days esmbryc hzad cDHA, RIKEN full-length 272 TR Ee=70 S4%

gi| 74204955 |AK132060.1 enriched libra clone:2010022H11 predust:drebrin 1, £ull

insert seguer

Mus musculus adult female wvagina cDNA, RIEKEN full-length 272 a7 Ba—T70 54
aqi|T41E3948 |AKI62697.1 enriched 1i clone:8830022015 preoduct:drebrin 1, £full

insert =megue

Mu= musculus drebrin EZ mRHA, complese cds Z72 aTs Ee=70 G94%
gi| 6654228 |AP1871468.1

Hu= musculus drebrin 1, mRNA (cDHA clone MGC:11675 Z72 3T Se—T0 54%
@i 13879471 |BCODGT14S. 1 IMRGE:3710257), complete cd=

Hus= musculu= drebrin L mRNL, complate cds Za8 It le—g8 33
gl 6654226 |AFP187147.1

Homo =apiens chromosome 5 clons RF11-1324224, complete Z43 46% Ge—Gl g%
@i | 37999245 |AC145098.2 =eguence

Hoemo sapiens chromosome § clone CTE-Z2D11, complete Z23 46% Be—61 ate
@il18997253 |ACOS0063. 4 =eguence

Homo sapiens chromosome § clone RP11-1407J20, complete Zz23 46% Be—G1 a7%
qi | 29569254 |AC13BB65 .3 =sequence

Homos mapiens chromesomes § cleoens RP11-532K12, complase 243 46% Ge—81 a7=
qi 29569242 |AC14017%.3 ==guence

FREDICIED: Fan troglodytes drebrin 1, zanscript variant L Z222 a7 Em—55 ass
gil114603660(X1 0021143297.1 (DEH1), =RNR

FREDICIED: Pan troglodytes drebrin 1, transcript variant 2 222 a7 Em—55 a9%
gill114603656 XM _518132.2 (OBM1}, mRHAE

Synthetiz construct Homo sapi=ns mRNA for hyposhetical Z17 aTa 4=-53 a5%
ai117645605 |AM393436.1 protein ({DEH1l gene), clen= DEFZpd434D0€4.1E1

Homo =apiens mRNA for drebrin 1 isoform a variant, clomne: Z17 3T 4=2—-353 g5%
ai|110623356 |AK225523 .1 ERTOSE0L

FREDICTED: Macaca mulatta drebrin 1, transcripts vaziant 2 217 aTa 4=—-53 g5%
gi 109079952 |¥H 001091295.1 (DSM1], =mRNA

FREDICTED: Macaca mulatta drebrin 1, transcript variant 4 217 a7 4m—-53 ass
ai|109073946 XM 001091536.1 (DEM1]) , mFNE

Homo msapien=s drebrin 1 (DBN1l), transcript variant 2, mBRNA 217 aTE 4a=-53 EE]

gi 18426912 KM 0BOBE1.1

Homo sapiens drebrin 1 (DBEN1l), tranacript variant 1, mBNA 217 dea=-53 B3®

@i |18426914 |HHM _004395.2

Homo sapiens cDHR FLJ3GE0DE £is, clonme ASTRO1000165, highly E17 3T 4=-53 g9%

qi 21753123 |AKO094125 .1 =imilar to DREBRIN E

Homo =apiens drebrin 1, mRHR clone MGC:-1517 217 A7% 4a=53 Ao
@i|12653038 |BCOOD2B3.1 IMAGE:335642 complete cd=

Homo sapiens drebrin 1, mBHA (cDER clone MGC:1562Z5 Z17 3aTa 4=-53 g5=
@i|13938304 |BCOOT281.1 IMAGE:3343626), complete cd=

Homo sapien= drebrin 1, mRWA (cDEA clone MGC:15517 Z17 3Ta 4=-33 g5=%
@il14043155 |BCOOTS6T.1 IMAGE:30ZB156), complete cd=

Homo sapiens mBHAE; cDNA DEFZp434DD6% clone 217 a7y 4e=-53 a9%
aqi 5817161 |ALI10225.1 DEFEp434D064) ; partial cda

Homo =apiens mRNE for drebrin E, complete cds 217 3T 4a=-53 B5®
qi|498650]|D17530.1

Human drebrin EZ mBNA (DBN1l), complete c=d= 217 37Te de=-53 -1
@i |332EEI|U00BO2. 1

PREDICTED: Macaca mulatta drebrin 1, transcrips wariant 3 213 R Se-52 ga=
@i 109073350 [¥M 001051425 .1 (DEM1), mRHZ

PREDICTED: Macara mulatta drebrin 1, transcrips wvariant 1 213 5% Sa=52 BE=

@ill05079946 (XM 001051175.1 (DEML], mRNHRE

Homo smapiens drebrin 1, mBHR {cDHA clone IMAGE: IS3EEZ) ., Z13 35 Se-52 gas

gi| 30651932 |BC114553.1 with apparent retained intron

Macaca fascicularis brain cDNA, clone: QocE-17231, similar 213 3ER Sa=-52 ggs
@il 67970835 |AB169679.1 to human drebrin 1 {DENl), transacrips wvariant Z, mRNHE,

Ref3eq: MM 0S80BB1.1

Hus= musculus cDHA, clone:Y0GD13ZKZZ, =trand:plus, 180 25% Se—-d2 §3%
gi|S6009296|AK185115.1 reference :ERSEMBEL:HMouse-Transcript—EN3T:ENSMUSTH 0054646,

bazed on BLAT seazch

Figura 11. Resultado do alinhamento da seqiiéncia obtida, contra o banco de dados de nucleotideos. Nota-se que a seqiiéncia
apresenta identidade com drebrinas de varias espécies. O resultado ndo foi editado, ou seja, ndo se retirou resultados de
alinhamento da lista.
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Max Query E Max

Accession Description score cover value ident

Rattus norvegicus chromosome 17 B8€1 76% 0.0 99%
gi| 34873863 |NW 047487.1 genomic contlg, refersnce
assembly (based on RGSC v3.4)
Eattus norvegicus chromosome 17 861 TE% 0.0 95%
gi|109505484 |NW 001084721.1¢gencmic contig, alternate
assembly (based on Celera
assembly)
>gi| 34873863 | ref |NW_047487.11Rnl7_WGAZ009_4
ibased on BGEEC w3 .4]
Length=10EE5075
Features ir this part of subject sequence:
drebrin 1
Score = @86l birs (46€), Expect = 0.0
Identivies = 465/470 (95%), Gaps = 1/470 (0%
Strand=Plus/Flus
Query 1 T oI AT CACTAGCCIGRACCITIGCTOCACAGECAGTCACCTICGRACAGCCACCERAGE €0
SOTen REARS A i A e i e e e e e T e 9717cc4d
Query £1 ATGECECCCACTCCCATTCCCACCCECAGCCCATCTGATTCCAGCACAGCCTICCACCCOS 120
Sbjce &
Query 1 z - ( CGCAGCCIccacceoca 130
BRTEt. LIRS I R R A S R SRR N e S e s R R 8717784
Query cca = G CCACCGGTTCCCATICTTICCA 240
Sbjecc ]
Query 241 A R LT T IGCCACGZTARACGTAGTTCARN
Ebhjec
Query CTGETAR
Sbjct
Query
Sbjct
Juszrv
Sbjct

>gi|109505484 |ref |HW_001084721 1|Rnl7_ WGAZT786_4
{pased on Celera assambly)
Length=8538787

Features in this part of subject sequsncs:
drebrin 1

), Empect
(29%), Gaps

mn
b

TCC T AT CACTAGCCTCRACCITIECTCCACACECACTCACCTIEGACAGOCACCEEREE

coTecaccaccoccaccatCICARGETA FCTCCACCGETIICCCATIC
TCAGTCTICTGEGCEEE 200
§552503
360
6552563
CCCGETGT TGCTGTCAGRCTTCTCTARACCTCATTGGCTCATCACTGRGGRARTGTIGGCCT 420
............................................................ €553023

CAGGGGTITARARAGACTCCCTCAAAGCACCOGRAFETAT-ACT 465
G... &5

Figura 12. Resultado do alinhamento da sequéncia obtida, contra o genoma do rato (Ratus norvegicus),
confirmando identidade com drebrina. O resultado néo foi editado, para mostrar a especificidade do alinhamento.
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4.4 Capacidade de deteccdo do anticorpo anti-KM™ contra drebrina e capacidade de
deteccdo do anticorpo anti-drebrina (StressGen) contra p83

O anticorpo monoclonal M2F6 anti-drebrina (NBA 110, StreesGen), detecta uma
proteina de aproximadamente 140 kDa, numa banda dublete correspondente a massa
molecular aparente de drebrina A e E em imunoblotes SDS-PAGE, em amostras de rato,
embora o peso molecular predito a partir do cDNA para drebrina A de rato seja 77,471 kDa.
A proteina também é detectada em banda dublete em amostras humanas, de camundongo,
gato, cobaia e macaco. Em galinha, o anticorpo identifica apenas drebrina E (massa molecular
aparente ~110 kDa). A massa molecular aparente varia entre as espécies e também se observa
essa discrepancia entre o peso molecular predito e a massa molecular aparente em SDS-
PAGE, que se deve a presenca de grande nimero de residuos negativamente carregados nessa
proteina. (Shirao & Obata, 1986; Imamura et al., 1992; Shirao et al., 1994; Shirao, 1995).

Verificamos a capacidade de deteccdo de drebrina a partir de uma preparacdo de
cerebelo com o anticorpo anti-drba (StressGen), para definicdo de controle positivo e titulo de
anticorpo adequado para imunodeteccdo cromogénica (fosfatase alcalina/NBT-BCIP).
Identificamos a banda dublete de aproximadamente 140 kDa usando uma dilui¢cdo do anti-

drebrina a 1:100.

4.4.1 Imunorreatividade entre o anticorpo anti-drba e fracdes do processo de
purificacdo de p83

A biblioteca utilizada para screening na identificagdo do cDNA de p83, é uma
biblioteca de cerebelo de rato. Por isso, verificamos também a imunorreatividade entre o
anticorpo anti-drba e fragfes do processo de purificacdo de p83 a partir de cerebelo. Como

utilizamos apenas homogeneizado total de cérebro durante a titulacdo do anticorpo,
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comparamos também a imunorreatividade entre o anti-drba e fragdes do processo de
purificacdo de cérebro, juntamente com as amostras de cerebelo.

A figura 13, A e B, mostra os resultados obtidos para a imunodetecgdo com o
anticorpo anti-drba contra 0 homogeneizado total de cérebro e duas fracGes purificadas da
preparacdo de p83 de cérebro, uma de coluna DEAE-Sepharose FF e outra de Phenyl-
Sepharose FF (amostras purificadas pela doutoranda Thais D. Dombroski e Prof. Dr. Antonio
Roberto Martins). Embora ndo seja muito visivel na imagem, o anticorpo anti-drebrina
reconhece um dublete (a banda superior corresponderia a forma adulta e a banda inferior, a
forma embrionéaria) correspondente a sua massa molecular aparente no homogenizado total de
cérebro da preparacdo de p83, semelhante ao controle positivo para drebrina [preparacdo do
homogeneizado total de cerebelo: fracdo rica em proteinas do citoesqueleto, previamente
usada como controle positivo para drebrina (Shirao & Obata, 1986).], embora com marcacgéo
menos visivel. Nas fragdes purificadas de cérebro, de fato, ndo h& qualquer marcacéo
evidente.

O controle positivo para p83, é apresentado na figura 13, C. As mesmas amostras do
processo de purificacdo de p83 de cérebro foram submetidas a imunodeteccdo cromogénica
com o anti-KM®. O resultado confirma a presenca de p83 nas fracdes do processo de
purificacdo de p83 a partir de cérebro. Na preparacdo usada como controle positivo para
drebrina ha bandeamento semelhante ao verificado no controle positivo para p83, sugerindo
que ha p83 nessa preparacdo. Ha uma banda anti-KM" imunorreativa na fragdo purificada em
DEAE-Sepharose, que apresenta massa molecular aparente de aproximadamente 140 kDa
(figura 13, C, canaleta 2). Nessa fracdo ha proteinas que interagem fortemente com p83.
Embora essa banda ndo tenha sido identificada com o anti-drebrina na mesma fracao, ela é

semelhante a banda identificada com o anti-drebrina em homogeneizado total de cérebro.
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Figura 13. Imunodetec¢io cromogénica (fosfatase alcalina, NBT/BCIP) com os anticorpos anti-drb e anti-KM*
em fragdes purificadas de p83 a partir de cérebro, submetidas a SDS-PAGE. Lanes: 1 - homogeneizado total de
cérebro para preparacao de p83; 2 — fracdo DEAE da preparacao de p83 a partir de cérebro; 3 — fragdo Phenyl da
preparacdo de p83 a partir de cérebro; 4 - homogeneizado total de cerebelo para preparacéo de drebrina. Padrao
de peso molecular: Sigma 6H. Em A: auséncia de anticorpo primario. B: com anticorpo anti-drebrina. C: Com
anticorpo anti-KM™ (a cabeca de seta aponta para a banda de 140 kDa na canaleta 2).

A figura 14 mostra os resultados obtidos para a imunodetec¢do cromogénica entre o
anti-drba e 0 homogeneizado total de cerebelo, e fragdes purificadas da preparacdo de p83 de
cerebelo, em DEAE-Sepharose (amostras provenientes de preparacGes realizadas por Fabiola
Singaretti de Oliveira e Prof. Dr. Antonio R Martins). O anticorpo anti-drebrina reconhece o
dublete com massa molecular aparente de 140 kDa, no controle positivo para p83
(homogeneizado total), semelhante ao controle positivo para drebrina, embora com marcagao
menos intensa. Em uma das fra¢des purificadas de cerebelo, h&a a marcacdo de uma banda com
massa molecular aparente de aproximadamente 140 kDa. A mesma fragdo em imunodeteccéo
com o anti-KM", apds SDS-PAGE, apresenta uma banda com alto peso molecular (cerca de
160 kDa), além da banda de 83 kDa.

As mesmas amostras do processo de purificacdo de p83 de cerebelo foram submetidas
a imunodeteccdo cromogénica com o anti-KM®, que confirmou a presenca de p83 nas fragoes

(membrana ndo apresentada).
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Esses resultados sugerem que drebrina pode estar presente em fracGes purificadas de

p83 e indicam que p83 e drebrina sdo proteinas diferentes.

1 2345 6 7 8 910

205 kDa —

Al

- — "
116 kDa —
97.4 kDa —

66.2 kDa —

Figura 14. Imunodeteccdo cromogénica (fosfatase alcalina, NBT/BCIP) com o anti-drb em fracdes purificadas
de p83 a partir de cerebelo, submetidas a SDS-PAGE. Lanes: 1 e 2 - homogeneizado total de cerebelo para
preparacdo de p83; 3 a 8 — fraches DEAE da preparacdo de p83 a partir de cerebelo; 9 e 10 — homogeneizado
total de cerebelo para preparagdo de drebrina. Padrdo de peso molecular: Sigma 6H. Cabegas de setas: apontam
para banda dublete correspondente ao peso molecular da drebrina, 140 kDa.

45 Producdo da proteina recombinante a partir da seqiiéncia do clone anti-KM*
imunorreativo identificado no screening da biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo

de rato

45.1 Fragmento amplificado a partir da sequéncia do clone 9B e subclonagens
realizadas

A figura 15 ilustra a regido da seqiiéncia do clone anti-KM™ imunorreativo, que foi
utilizada para amplificacdo, por PCR, a partir da biblioteca de expressdo de cDNA de
cerebelo de rato (Lambda zapll® rat cerebellum premade library, Stratagene) e expressdo da
proteina recombinante em E. coli. Os oligonucleotideos desenhados estdo posicionados na

figura.
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O fragmento amplificado por PCR a partir da aliquota do clone 9B (aliquota estocada
a partir de placa de screening, mantida em tampdo SM) apresentou massa molecular
correspondente a esperada (aproximadamente 0,3 Kb), visualizado em gel de agarose 1,5%
(figura 16). Nenhum outro fragmento foi amplificado, confirmando a especificidade das
condigdes utilizadas para a PCR.

O seqlienciamento (a partir do plasmideo construido na subclonagem: pGEM-
T/fragmento amplificado) confirmou a identidade da seqtiéncia.

O plasmideo construido na subclonagem foi digerido com as enzimas de restricdo
Xhol e Hindlll, para retirada do inserto a partir do vetor de subclonagem (pGEM-T) e
posterior ligacdo no vetor de expresséo (pAE).

A figura 17 mostra a analise pelo método de extracdo com fenol-cloroférmio, dos
clones resultantes da transformacéo de DH5a com a constru¢do pAE/fragmento amplificado a
partir do clone 9B. Foram analisados 10 clones, em gel de agarose, dos quais 7 se mostraram

positivos e cuja sequéncia foi confirmada por seqlienciamento.

XhaI

°CcoC CTC GAG CCE AGT CCA CCT AGC TCC AAG TCC TCA CTC ACT
P s P P s 5 K s 5 L T

AGC CTG GAC GTT TeC TCC ACA 66C AGT CAC CTG GAC AGC CAC

s L D v C 5 T G 5 H L D 5 H

¢66 MGG ATG GC6 CCC ACT CCC ATT CCC ACC C66 AGC CCA TCT

GAT TCC AGC ACA GCC TCC ACC CCC ATC ACG GAG CAG ATC GAG

AGG GCC CTG GAT GAG GTC ACA TCC TCG CAG CCT CCA CCC CCA

CCT CCA CCA CCC CCA CCA GCT CAA GGT AAG AGA MGG GCT CCA

CCGe GTT CCC ATT CTT CCA TCA GTC TCT 666 CG6G GGG GAG GGG

LGA CCC TG GTT §CC ACG GTA ACE TAG TTC ALG CTT G&
R P W v 24 T v T 14

HindIII

Figura 15. Regido da seqiiéncia do clone anti-KM* imunorreativo, que foi utilizada para amplificacéo, por PCR,
a partir da biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo de rato (Lambda zapll® rat cerebellum premade library,
Stratagene) e expressdo da proteina recombinante em E. coli. Primers: sublinhados; Sitios de restricdo: em
vermelho; regido que alinha com banco de dados do NCBI (gene drba, drebrina A, Mus musculus: gi[19909850]
dbj [AB028740.1]): realgcada em amarelo; traducéo: em azul.



Resultados e Discussdo 58

2 ok

Figura 16. Gel de agarose a 1,5%, da eletroforese do fragmento amplificado por PCR a partir do clone 9B, para
producdo da proteina recombinante, visualisado em transiluminador de UV. Lanes: 1, marcador de peso
molecular AHind Il (Invitrogen); 2, branco (H,O MilliQ autoclavada utilizada como template); 3, produto PCR,

contendo aproximadamente 0,3 Kb (template: aliquota do clone 9B - alo de lise de placa de screening - em
tampéo SM).

1 2 3 4 5 6 7T 8 91011

Figura 17. Gel de agarose a 1,5 % (eletroferograma), para verificar a ligagdo do fragmento amplificado a partir
do clone 9B ao vetor de expressao (pAE). Amostras preparadas por extracdo fenol-cloroférmio. Visualizagao
em transiluminador UV. Lanes: 1, pAE vazio (obtido de miniprep); 2, 3 e 10, clones negativos, contendo apenas
o0 vetor vazio; 4 a9 e 11, clones positivos, contendo a ligacdo inserto + vetor.
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4.5.2 Expressédo e purificacdo da proteina recombinante

A massa molecular esperada para a proteina recombinante é de 10,72 kDa e o PI ¢é
8.61 (calculados com as ferramentas do Expasy), correspondente a proteina madura e as seis
histidinas da cauda N-terminal, inseridas para facilitar a purificagao.

Em SDS-PAGE, fracdes da purificacdo das preparacdes soltvel e insoltvel do lisado
de E. coli BL21-(DE3)-RP induzida, exibiram proteinas com massa molecular aparente
proxima a esperada para a proteina recombinante, entretanto, em quantidade muito baixa, e
ndo reativas ao corante com afinidade a cauda de histidina. (Figuras 18 e 19).

Na eluicdo da proteina recombinante a partir da preparacdo soltvel, verificamos por
SDS-PAGE, a presenca de uma banda de aproximadamente 10 kDa, em varias fracGes (figura
18, B e C). A banda apareceu muito fracamente nos geéis, e em presenca de contaminantes
(figura 18, B). Quando o mesmo gel foi corado com o corante de afinidade pela cauda de
histidina, ndo se obteve marcacgéo positiva dessas bandas de ~10 kDa, mas sim uma marcagao
muito ténue corresponde & bandas SDS-PAGE de maior massa molecular (~18 kDa).

Na eluicdo da preparacdo insoluvel (a partir dos corplsculos de inclusdo
solubilizados em 8M uréia), verificou-se na fracdo 15, uma banda SDS-PAGE um pouco mais
intensa que na preparacdo soltivel e com massa molecular aparente pouco maior que 14 kDa
(figura 19, B).

A pequena discrepancia entre a massa molecular predita e a massa molecular
aparente em SDS-PAGE, é aceitavel, devido ao grande nimero de codons para residuos
negativos na sequéncia nucleotidica utilizada para a producdo da proteina recombinante.
Entretanto, havia ainda muitos contaminantes nessa fracdo da purificacdo e quantidade muito
baixa da proteina. Usou-se 40 ul da fracdo para visualizar-se a banda fracamente corada com
Comassie, na figura 19-B. Quando o mesmo gel foi corado com o corante de afinidade para

histina, a intensidade de marca¢do da banda nédo foi maior que a marcagdo de fundo em outras
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proteinas (qualquer histidina presente no gel é corada, ja que essa é a Unica especificidade do
corante). O controle positivo, uma proteina recombinante com cauda de histidina, altamente
expressa em E. coli, produzida no mesmo vetor de expressdo, de massa molecular aparente 14
kDa, ficou fortemente marcada.

Assim, mesmo que a banda em questdo correspondesse a proteina recombinante que
tentamos produzir, ndo havia quantidade suficiente sequer para verificar sua
imunorreatividade com o anticorpo anti-KM" e um anticorpo anti-drebrina, quanto mais para
a producdo de anticorpo recombinante.

Nas preparacOes de corpusculos de inclusdo, a etapa de renaturacdo resultou sempre
em preparacdo precipitada. Portanto, € possivel que ndo se tenha identificado proteinas na
preparagdo proveniente dos corpusculos, devido ao insucesso no processo de renaturagao.

Outros clones foram usados para inducdo da expressdao e purificacdo da proteina
recombinante, mas novamente sem sucesso.

Outra abordagem estd em andamento para tentar produzir a proteina recombinante
em colaboragdo com o Prof. Dr. Paulo Lee Ho. Definimos experimentos para tentar produzi-la
como proteina de fusdo com outra proteina recombinante abundantemente expressa. Se for
possivel produzi-la, a mesma sera utilizada para producédo de anticorpo, que sera por sua vez
usado na elucidacdo de questBes abertas neste trabalho, a respeito da identidade e papel da

proteina p83.
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Figura 18. Gel de poliacrilamida a 18% contendo fracdes das etapas de purificacdo da proteina recombinante a
partir da fracdo solGvel do lisado de E. coli BL21-(DE3)-RP em coluna de Ni** sepharose. .A. Lanes: 1, padrdo
de peso molecular Biorad Low Range; 2, lisado da E. coli (amostra aplicada na coluna). 3, flow throught (entrada
da amostra); 4 a 7, lavagens da coluna com 5mM, 20mM, 40mM e 60mM de imidazol, respectivamente; 8 a 10,
fragBes 1, 3 e 4, respectivamente, da eluicdo com 1M imidazol (1ml/fragdo). B. Lanes: 1, padrdo de peso
molecular Biorad Low Range; 2 a 10, fracBes 5 a 13, respectivamente, da eluicdo com 1M imidazol (1ml/fracdo).
C. Lanes: 1, padrdo de peso molecular Biorad Low Range; 2 a 10, fragBes 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27 e 29,
respectivamente, da eluigdo com 1M imidazol (1ml/fracéo).
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Figura 19. Gel de poliacrilamida a 18% contendo fracdes das etapas de purificacdo da proteina recombinante a
partir dos corpusculos de incluséo solubilizados com 8M uréia, a partir da fragéo particulada do lisado de E. coli
BL21-(DE3)-RP em coluna de Ni*" sepharose. A. Lanes: 1, padrdo de peso molecular Biorad Low Range; 2,
corpusculos de inclusdo solubilizados em 8M uréia (amostra aplicada na coluna). 3, flow throught (entrada da
amostra); 4 a 7, lavagens da coluna com 5mM, 20mM, 40mM e 60mM de imidazol, respectivamente; 8 a 10,
fragbes 1, 3 e 5, respectivamente, da eluicdo com 1M imidazol (1ml/fragdo). B. Lanes: 1, padrdo de peso
molecular Biorad Low Range; 2 a 10, fragBes 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 e 23, respectivamente, da eluicdo com
1M imidazol (1ml/fracdo).
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Desenvolvemos um método eficiente para pre-adsorcéo de anticorpos contra proteinas
de E. coli. imobilizadas em membranas de nitrocelulose. O método € util para o screening de
bibliotecas de expressdo usando-se anticorpos como sonda.

O método de recuperacdo antigénica padronizado para imunodeteccdo de p83 com o
anti-KM", permitiu identificar um clone anti-KM" imunorreativo no screening da biblioteca
de expressao de cDNA de cerebelo de rato.

A analise molecular dos subclones AZAPII anti-KM" imunorreativos resultou no
alinhamento da seqliéncia com fragmentos internos das isoformas adulta e embrionaria da
drebrina para varias espécies, inclusive de Rattus norvegicus e Mus musculus. A seqliéncia
também alinhou com drebrinas preditas. O alinhamento da sequéncia da proteina com o
genoma do rato confirmou identidade de 99% (420 bp) com o gene da drebrina.

Os resultados de western blot ndo permitiram afirmar se p83 corresponde a drebrina
ou a alguma isoforma.

O screening da biblioteca de expressdao de cDNA de cerebelo de rato usando o
anticorpo anti-KM" ndo nos permitiu identificar o cDNA de p83 mas levou-nos a drebrina,
uma proteina com importante participacdo em processos de crescimento neural e na formacéo
de sinapses e associada com proteinas importantes para a manutencdo da forma e estabilidade
dos terminais sinapticos, embora pouco explorada quanto a funcdo na homeostase da
atividade eletrofisiologica cerebral. Assim, decidimos investigar a expressdo de drebrina em
tecidos humanos epiléticos. O delineamento e 0s resultados dessa investigacdo estdo

apresentados a seguir, na PARTE Il do presente trabalho.
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6.1 ANEXO I: VERIFICACAO DA FUNCIONALIDADE DA BIBLIOTECA E DO TiTULO DE

PLAQUEAMENTO ADEQUADO, PARA SCREENING USANDO-SE ANTICORPOS COMO SONDA

6.1.1 METODOS E TECNICAS EMPREGADOS

6.1.1.1 Screeening da biblioteca de expressio de cDNA de cerebelo de rato (Lambda
zap!1® rat cerebellum premade library, Stratagene) em baixo titulo (halos isolados) e sem
recuperacio antigénica, com o anticorpo anti-GFAP (Dako) pré-adsorvido contra
proteinas de E. coli XL1-Blue MRF’

Diante dos resultados negativos obtidos nos primeiros rescreenings do clone positivo
conseguido e no novo screening mesmo apds tratamento de recuperagdo antigénica, definiu-se
outra estratégia. Decidiu-se partir ao screening da biblioteca de expressio de cDNA de
cerebelo de rato (Lambda zapll® rat cerebellum premade library, Stratagene) para
identificagdo de uma proteina estrutural, conhecida, abundante no cerebelo de rato, com
anticorpo disponivel comercialmente que permite boa detec¢do. Pretendeu-se, assim, testar a
funcionalidade da biblioteca e do procedimento padronizado para screening.

Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) foi a proteina escolhida por ser
abundantemente expressa no cerebelo e pela disponibilidade de anticorpo comercial, que
apresenta forte marcagdo mesmo em grande diluicdo. Além disso, fragdes ricas em GFAP
podem ser obtidas de preparagdes protéicas feitas a partir de cerebelo e cérebro (Huston,

1977; Fisher, 1989; Fukuyama, 1991).
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6.1.1.1.1 Preparo de GFAP a partir de cerebelo de rato wistar, como controle positivo
para o screening com anti-GFAP (adaptado a partir de Fukuyama, 1991)
O protocolo descrito a seguir resulta numa fragdo de proteinas do citoesqueleto, rica
em GFAP.
- Homogeneizagao de cada 8 g de tecido em 200 ml de tampao Tris-HCI 50 mM
(pH 7.4) contendo 5 mM de MgCl,, SmM de DTT e | mM de PMSF
- Centrifugacao por 10’ a 2000 rpm
- Descarte do sobrenadante
- Ressuspencdo do pellet em 40 ml do mesmo tampao contendo 8 M de uréia
- Agitagdo suave a 4°C durante 4 horas
- Centrifugagdo a 10000 rpm durante 15’
- Recuperacao do sobrenadante e acréscimo de 6 partes de etanol gelado (v/v)
- Centrifugagao por 10’ a 2000 rpm
- Ressuspenc¢ao do pellet em 15 ml de H,O Milli-Q
- Diélise em H,O Milli-Q em volume 2X maior que o volume final
Apods dosagem de proteinas (Lowry et al., 1955) e verificagdo da qualidade do
material por eletroforese em condigdes desnaturantes (SDS-PAGE) em gel de poliacrilamida,
eletrotransferéncia para membrana de nitrocelulose e imunodeteccdo cromogénica com anti-
GFAP, liofilizou-se a amostra para estoque.
6.1.1.1.2 Titulacio do anticorpo anti-GFAP para deteccio de GFAP a partir de
preparacio de proteinas do citoesqueleto de cerebelo, imobilizada em membrana de
nitrocelulose Hybond C-Extra (Amersham)
Aplicou-se 50 pg da preparagdo em cada canaleta de géis de poliacrilamida em
gradiente de 6-20% para eletroforese em condigdes desnaturantes (SDS-PAGE),

eletrotransferéncia e imunodetecgdo cromogénica com anti-GFAP. Os protocolos de
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eletroforese, eletrotransferéncia e imunodetec¢ao cromogénica foram feitos como descrito no
item 3.1.1.1, diferindo-se, para a imunodeteccdo cromogénica, no anticorpo primario, coelho
anti-GFAP de cérebro bovino (Dako).

Para se observar qual o titulo adequado para melhor detec¢do de GFAP com menos
sinais inespecificos na estringéncia definida para o anticorpo anti-KM', testou-se varias

dilui¢des do anti-GFAP na imunodetec¢do cromogénica: 1:2000, 1:4000, 1:6000 e 1:8000.

6.1.1.1.3 Pré-adsorcio do anticorpo anti-GFAP contra proteinas de E. coli XL1-Blue
MREF’ imobilizadas em membrana de nitrocelulose (modificado a partir de Sambrook &
Russell, 2001)

Em western blot das fragdes soluvel e particulada do lisado de XL1-Blue MRF' com o
anticorpo anti-GFAP verificou-se que o mesmo reconhece uma série de proteinas da bactéria
nas condigdes de estringéncia e dilui¢des utilizadas. Detectaram-se proteinas de E. coli XL1-
Blue MRF' com forte intensidade de marcacao e peso molecular muito préximo ao do GFAP.
Embora isso pudesse resultar em perda do titulo do anticorpo recuperado da pré-adsor¢ao
contra proteinas de E. coli, trata-se de um anticorpo comercial usado em grande diluigdo. Por
isso, ndo se trabalhou com a estringéncia antes de se fazer a pré-adsorcao.

Assim, o anticorpo anti-GFAP foi pré-adsorvido e retitulado para detecgdo de GFAP,
antes de ser usado em screening da biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo de rato. O
protocolo utilizado para pré-adsor¢do foi o mesmo desenvolvido para pré-adsor¢do do

anticorpo anti-KM", descrito no item 3.1.1.2.



Anexos 69

6.1.1.1.3.1 Verificacdo do sucesso da pré-adsorciao do anti-GFAP contra proteinas de E.
coli XL1-Blue MRF' imobilizadas em membrana de nitrocelulose e de sua capacidade de
deteccio de GFAP

Fizeram-se dilui¢des do anti-GFAP pré-adsorvido para uma concentragdo final (a
partir da aliquota original) de 1:4000 e 1:8000 (em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7.5,
contendo 150 mM de NaCl e soroalbumina bovina 1 pg/ul). As aliquotas diluidas foram
utilizadas para imunodetec¢do cromogénica de GFAP e de proteinas de E. coli XL1-Blue
MRF'. (Para protocolos de eletroforese, eletrotransferéncia e imunodetec¢do de GFAP e

proteinas de E. coli XL1-Blue MRF' ver item 3.1.1.1).

6.1.1.1.4 Procedimento de Screening

Todas as etapas do screening, propriamente dito: preparo de bactéria hospedeira,
plating phage, indugdo da expressdo com IPTG 10 mM, plaque lifting e imunodetecgdo
cromogénica, foram feitas como descrito no item 3.1.1.1. Com excec¢ido do titulo de
plaqueamento que foi feito a 4000pfu/placa e ndo a 200000pfu/placa. Usou-se este titulo
baixo para se obter halos de lise isolados. Decidiu-se fazer o screening com o anticorpo anti-
GFAP de modo a se obter alos isolados nas placas porque se constatou evidéncias de que alto
titulo de fagos atrapalhe a imunodeteccdo, possivelmente devido a interagdes entre as

proteinas dos halos de lise.

6.1.1.1.5 Rescreening de clone AZAPII anti-GFAP imunorreativo

Todos os clones que exibiram sinal imunorreativo, foram retirados das placas com
uma area de seguranga em volta (~1 cm de didmetro). O fragmento de top agar
correspondente a cada clone foi colocado separadamente em tubos de microcentrifuga em 500

ul de tampao SM [5.8 g de NaCl, 2 g de MgS0O4.H,0, 50 ml de 1M Tris-HCI (pH 7.5), 5 ml
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de 2% gelatina (p/v) e H,O deionizada q.s.p. 1L] contendo cloroférmio 5% (v/v). Cada tubo
foi agitado em vortex por 30” para permitir a liberacao das particulas do fago no tampao SM.
Os tubos foram incubados a 4°C durante dezesseis horas, antes de serem utilizados.
Adicionou-se dimetilsulfoxido (DMSO) para uma concentragdo final de 7% e estocou-se os
clones a -80°C.

Para o rescreening, escolheu-se um dos clones, por meio da comparagdo da
intensidade de marcacdo do alo de lise com a de bandas especificas e inespecificas
identificadas com os controles positivo e negativo da imunodetec¢do. Seguiram-se as mesmas

condi¢des definidas para o screening.

6.1.1.1.6 Analise do clone AZAPII anti-GFAP imunorreativo

O clone submetido ao rescreening foi o utilizado para analise.

6.1.1.1.6.1 Excisao in vivo do fagomideo pBluescript do vetor AZAPII, do clone anti-
GFAP imunorreativo escolhido para analise

Como descrito no item 3.1.4.1

6.1.1.1.6.2 Extracdo de DNA plasmidial por lise alcalina com SDS em pequena escala
(modificado a partir de Sambrook & Russell, 2001) — preparacio a partir dos clones de
E. coli XL1-Blue MRF’ transformada com pBluescript excisado do clone AZAPII anti-
GFAP imunorreativo

Dos clones obtidos no plaqueamento das bactérias transformadas com o pBluescript
excisado do clone AZAPII GFAP imunorreativo, 14 foram submetidos as primeiras analises.

A extragdo de DNA plamidial foi feita de acordo com o protocolo a seguir.
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- Inocular colonias isoladas de clones de E. coli XL1-Blue MRF’ transformadas
com o pBluescript, a 37°C por 16 horas em 5 ml de meio LB-ampicilina
(10mg/ml)

- Coletar as células por centrifugacdo a 14000 rpm por 5’ (microcentrifuga
Eppendorf, modelo 5417 R)

- Ressuspender as células em 300 pl de tampao Tris-HCL 50 mM pH 8.0
contendo 10 mM EDTA e 100 pg/ml de RNAse A

- Incubar a 25°C durante 15’

- Adicionar 300 pul de NaOH 200 mM contendo 1% de SDS, agitar em vortex e
incubar a 25°C por 5’

- Adicionar 300 pl de Acetato de Potassio 3M pH 5.5, agitar suavemente

- Centrifugar a 14000 rpm durante 10’ a 4°C. Transferir o sobrenadante para
novo tubo

- Adicionar 400 pl de isopropanol ao sobrenadante obtido e centrifugar a 14000
rpm por 10°a 25°C

- Descartar o sobrenadante com cuidado, adicionar 700 pl de etanol 70% gelado
e centrifugar a 14000 rpm por 5” a 4°C

- Descartar o etanol, secar o pellet a 37°C durante uma hora e ressuspender em 25
pl de tampao Tris-HC1 10 mM pH 7.5 contendo 1 mM de EDTA

Armazenar a -20°C

L]

A qualidade do material foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1%. Usou-se

3 ul de cada amostra diluidos em 6 ul de H,O MilliQ autoclavada.
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6.1.1.1.6.3 Polymerase Chain Reaction (PCR) do ¢cDNA dos clones pBluescript/AZAPII
anti-GFAP imunorreativos — para verificacio da presenca do inserto
Utilizaram-se reagentes para PCR do kit que acompanha a Platinum® Tagq DNA
Polymerase (Invitrogen'™ Life Technologies). A reacdo utilizada foi adaptada a partir do
protocolo sugerido pelo fabricante.
Reagdo por tubo:
- 2 ulde 10X PCR buffer
- 0,6 ul de 50 mM MgCl,
- 1,5 ul de 10 mM dNTPs mix
- 1,5 ul de Primer M13 (10 uM)
- 0,2 pl de Plantinum® Tag DNA Polymerase
- 2 ul da amostra de DNA (obtido a patir de preparacdo em pequena escala de
DNA plamidial de clones E. coli XL1-Blue MRF’ transformada com
pBluescript excisado do clone AZAPII anti-GFAP imunorreativo)
- g.s.p. 15 pl de H,O MilliQ
Como foi feita mais de uma reacdo, preparou-se uma mistura com a quantidade de
reagentes suficiente para o nimero de amostras analisadas, sem se colocar a amostra de DNA.
Colocou-se 13 pl da mistura de reagentes em cada tubo (tubos Eppendorf com capacidade
para 0,5 ml, modelo PCR clean) e acrescentou-se 1,0 pl de uma amostra diferente de DNA a
cada um. Para cada amostra de DNA fizeram-se reagdes com as formas de leitura nas dire¢oes
direta e reversa do Primer M13.
O termociclador utilizado foi o modelo Mastercycler gradient da Eppendorf.
Programa de ciclagem:
1) 94°C, 04’ (denaturagao inicial)

2) 94°C, 45 (denaturagao)
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3) 55°C, 45” (pareamento)

4) 72°C, 1°30” (extensdo). CICLAGEM: repeti¢do dos passos 2 a 4 por 35 vezes.

5) 72°C, 5’ (extrusdo)

Observagdo: a temperatura da placa superior do termociclador foi mantida a 103°C,
para impedir a evaporagdo dos reagentes da PCR contidos nos tubos e evitar o uso de 6leo
mineral.

Completada a ciclagem, os tubos foram centrifugados ¢ congelados at¢é momento de

uso.

6.1.1.1.6.4 Eletroforese dos produtos PCR em gel de agarose
Os produtos PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, como
descrito no item 3.1.4.3.1. Os clones que continham insertos foram submetidos ao

seqlienciamento.

6.1.1.1.6.5 Seqiienciamento dos clones pBluescript portadores de insertos

Os clones em que se pode verificar, por meio da PCR, a presenca de inserto, foram
seqiiénciados por eletroforese de capilaridade no seqiiénciador ABI3100 (Applied
Biosystems), usando-se o kit Big-dye terminator 3.0 (Applied Biosystems). As rea¢des foram
preparadas de acordo com instrugdes do fabricante. Usou-se o Primer M13 na diregéo direta
de leitura (primer foward).

As reagdes de seqiienciamento foram feitas no laboratério do Prof. Vanderlei

Rodrigues, no Departamento de Imunologia da FMRP-USP.
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6.1.1.1.7 Analise das seqiiéncias por bioinformitica para identificacio dos cDNAs
isolados a partir do screening da biblioteca de expressdo de cDNA de cerebelo de rato
(Lambda zapl11® rat cerebellum premade library, Stratagene) com o anticorpo anti-GFAP
As seqiiéncias foram analisadas em bancos de dados do National Institute of Health
(NIH). Usaram-se os recursos do software do bioinformatica do National Center for

Biotechnology Information (NCBI): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

6.1.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1.2.1 Screeening da biblioteca de expressao de cDNA de cerebelo de rato (Lambda
zapl1® rat cerebellum premade library, Stratagene) em baixo titulo (halos isolados) e sem
recuperaciio antigénica, com o anticorpo anti-GFAP (Dako) pré-adsorvido contra
proteinas de E. coli XLL1-Blue MRF’

Através de comparagdo de resultados com grupos de pesquisa que fazem screening de
bibliotecas de expressao, constatamos evidéncias de que embora plaqueamento de alto titulo
de fagos teoricamente aumente a representatividade da biblioteca por garantir expressao de
maior nimero de clones por area da placa de cultura, por outro lado, pode atrapalhar a
imunodetec¢do, o que na pratica para SCreenings com anticorpos como sondas, pode ser nada
vantajoso, pelo menos para identificagdo de genes que codificam proteinas que formam
complexos macromoleculares [os trabalhos de Kim et al. (1999) e Song et al. (2002) listam
diversas referéncias sobre proteinas que formam complexos macromoleculares com Heat
Shock Protein 90 e Neural Nitric Oxide Synthase, respectivamente].

Essa sugestdo surgiu da observa¢do do aspecto isolado, na placa de screening, do
Ginico clone imunorreativo para anti-KM', identificado entre milhdes de clones apos
tratamento de recuperagdo antigénica, ¢ do acompanhamento da dificuldade em se purificar

p83 devido a suas fortes interacdes com outras proteinas. Analisando-se visualmente imagens
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de membranas com sinais imunorreativos de clones identificados a partir de bibliotecas de
expressao por outros grupos de pesquisa, observou-se que 0os mesmos também apresentavam
aspecto isolado. As placas de screening em alta confluéncia ndo sdo completamente
homogéneas, apresentam regides mais e menos densas, com dareas contendo clones
aglomerados e poucos isolados.

As proteinas de um halo de lise em contato umas com as outras na placa de cultura
estdo num ambiente que permite interagdes e formagdo de complexos proteicos, de forma a
poder esconder epitopos detectaveis pelos anticorpos usados como sonda. Além disso, a ndo
glicosilagdo das proteinas de mamifero pela E. coli pode alterar o folding correto das mesmas,
0 que possibilitaria a ocorréncia de dobramentos e interagdes que escondam epitopos.
Dependendo do complexo formado é possivel que mesmo a recuperacio antigénica nio seja
suficiente para expor epitopos escondidos. Isso pode ter acontecido no segundo Screening
com recuperagdo antigénica para p83 feito em alta confluéncia, usando-se o anticorpo anti-
KM" como sonda. Nio se identificou outro clone positivo, como no primeiro screening com
recuperagdo antigénica.

Por isso no screening com o anticorpo anti-GFAP, onde se pretendeu testar a
funcionalidade da biblioteca diante da metodologia padronizada para screening, fez-se o

plaqueamento dos fagos com titulo que garantiu halos isolados nas placas.

6.1.2.1.1 Capacidade de detec¢cio de GFAP a partir de uma preparaciao de citoesqueleto
com o anticorpo anti-GFAP - definicio de controle positivo e titulo de anticorpo anti-
GFAP adequado para o screening

A preparacdo de citoesqueleto a partir de cerebelo de rato rendeu aproximadamente
150 mg de proteina total, em 25 ml de homogeneizado, ou seja, 6 mg/ml. O material exibiu

forte marcacdo de GFAP (banda de 49 kDa) mesmo com a dilui¢do de 1:8000 do anticorpo
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anti-GFAP (figura 20). Observam-se outras bandas marcadas fracamente porque o anticorpo
anti-GFAP utilizado ndo ¢ monoespecifico. Assim, definiu-se como controle positivo para o
screening com o anticorpo anti-GFAP, o uso de 50 ug de preparagdo de citoesqueleto,
imobilizada em membrana de nitrocelulose Hybond C-Extra (Amersham) por

eletrotransferéncia ap6s SDS-PAGE.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 205kDa

_116kDa
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Figura 20. Imunodetec¢do cromogénica (fosfatase alcalina, NBT/BCIP) de GFAP a partir de preparagdo de
citoesqueleto com varias diluicdes de anti-GFAP (protocolos descritos nos itens 3.2.1 e 3.2.2). A: controle
negativo, auséncia de anti-GFAP. B: diluicdo 1:2000 do anti-GFAP. C: diluicdo 1:4000 do anti-GFAP. D:
diluigdo 1:6000 do anti-GFAP. E: diluicdo 1:8000 do anti-GFAP. Lanes: 1 a 10, 50ug em cada lane da
preparagdo de citoesqueleto a partir de cerebelo de rato. Padrao de peso molecular Biorad Broad Range.
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6.1.2.2 Anticorpo anti-GFAP pré-adsorvido contra proteinas de E. coli XL1-Blue MRF’
adequado para deteccio de GFAP (fragao do citoesqueleto)

O anticorpo anti-GFAP reconhece proteinas nas fragdes soluvel e particulada do lisado
de E. coli XL1-Blue MRF’, com peso molecular préximo aos 49 kDa do GFAP (figura 21).

A pré-adsor¢do do anticorpo anti-GFAP contra proteinas de E. coli submetidas a SDS-
PAGE e eletrotransferéncia para membranas de nitrocelulose Hybond C-Extra (Amersham)
foi eficiente. Mesmo em diluigdo 1:8000, manteve-se forte marcacdo de GFAP, e nao se

detectou proteinas de E. coli (figuras 22 e 23, respectivamente).

1 2 3 4 5 6 .28 9 10
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Figura 21. Imunodetec¢do cromogénica (fosfatase alcalina, NBT/BCIP) de proteinas de E. coli XL1-Blue MRF’
a partir das fragdes soluvel e particulada de seu lisado submetidas a SDS-PAGE, usando-se varias diluigdes de
anti-GFAP (protocolo descrito no item 4.2.3). A: controle negativo, auséncia de anti-GFAP. B: dilui¢do 1:2000
do anti-GFAP. C: dilui¢do 1:4000 do anti-GFAP. D: dilui¢do 1:6000 do anti-GFAP. E: diluigdo 1:8000 do anti-
GFAP. Lanes: 1, 3, 5, 7 ¢ 9, fragdo soluvel do lisado de XL1-Blue MRF’; 2, 4, 6, 8 ¢ 10, fragdo particulada do
lisado de XL.1-Blue MRF’. Padrdo de peso molecular Biorad Broad Range.
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Figura 22. Imunodeteccdo cromogénica (fosfatase alcalina, NBT/BCIP) de GFAP a partir de preparagdo de
citoesqueleto com varias diluigdes de anti-GFAP pré-adsorvido contra proteinas de E. coli XL1-Blue MRF’
eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose. A: dilui¢ao 1:2000 do anti-GFAP. B: dilui¢do 1:4000 do anti-
GFAP. C: dilui¢go 1:6000 do anti-GFAP. D: dilui¢do 1:8000 do anti-GFAP. E: controle negativo, auséncia de

anti-GFAP. Lanes: 1 a 10, 50ug em cada lane da preparagdo de citoesqueleto a partir de cerebelo de rato. Padrao
de peso molecular Biorad Broad Range.
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Figura 23. Imunodetec¢do cromogénica (fosfatase alcalina, NBT/BCIP) de GFAP a partir de preparagdo de
citoesqueleto, e de proteinas de E. coli XL1-Blue MRF’ a partir das fragdes soluvel e particulada de seu lisado
submetidas a SDS-PAGE, usando-se anti-GFAP pré-adsorvido contra proteinas de E. coli XL1-Blue MRF’. A ¢
C: controle negativo, auséncia de anti-GFAP. B e D: anti-GFAP pré-adsorvido contra proteinas de E. coli,
diluido 1:8000. Lanes em A e B: 1, 2, 3 e 4, 50ug em cada lane da preparagdo de citoesqueleto a partir de
cerebelo de rato. Lanes em C e D: 1 e 3, fracdo soltivel do lisado de XL.1-Blue MRF’; 2 ¢ 4, fracdo particulada
do lisado de XL1-Blue MRF’. Padrdo de peso molecular Biorad Broad Range.
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6.1.2.3 Clones AZAPII anti-GFAP imunorreativos

Obteve-se 4 clones anti-GFAP imunorreativos no screening da biblioteca de expressao
de cDNA de cerebelo rato (Lambda zapl1® rat cerebellum premade library, Stratagene) baixo
titulo (alos isolados) e sem recuperagdo antigénica (figuras 25, 26). O plating phage foi feito a
4000pfu/placa em 10 placas. Ou seja, identificou-se 4 clones anti-GFAP imunorreativos entre
40000 clones. O controle positivo para GFAP foi fortemente marcado e as fragcdes soluvel e
particulada do lisado de E. coli XL1-Blue MRF’ nao foram marcadas (figura 24). Escolheu-se
para andlise e seqiienciamento o clone que apresentou marcagao mais intensa (figura 25).

Todos os alos positivos estavam muito bem isolados, exceto um que estava em parte
fundido com outro (figura 26). Nesse clone, o sinal de marcacdo ¢ interrompido exatamente
no local de confluéncia com outro alo. Este resultado ¢ uma forte evidéncia de que o que
propusemos quanto ao titulo adequado de plating phage para screening de bibliotecas de

expressao (item 4.5), esteja correto.
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Figura 24. Imunodeteccdo cromogénica (fosfatase alcalina, NBT/BCIP) de GFAP a partir de preparagdo de
citoesqueleto, e de proteinas de E. coli XL1-Blue MRF’ (fragdes soltivel e particulada de lisado) submetidas a
SDS-PAGE, usando-se anti-GFAP pré-adsorvido contra proteinas de E. coli XL1-Blue MRF’. A e C: controle
negativo, auséncia de anti-GFAP. B e D: anti-GFAP pré-adsorvido contra proteinas de E. coli, diluido 1:8000.
Lanes em A e B: 1, 2, 3 e 4, 50ug em cada lane da preparagdo de citoesqueleto a partir de cerebelo de rato.

Lanes em C e D: 1 e 3, fragdo soluvel do lisado de XL1-Blue MRF’; 2 e 4, fracdo particulada do lisado de XL1-
Blue MRF’. Padrio de peso molecular Biorad Broad Range.
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Figura 25. Imunodeteccdo cromogénica (fosfatase alcalina, NBT/BCIP) com o anticorpo anti-GFAP pré-
adsorvido contra proteinas de E. coli XL1-Blue MRF’ para screeening da biblioteca de expressdo de cDNA de
cerebelo de rato (Lambda zapll® rat cerebellum premade library, Stratagene) em baixo titulo (alos isolados) e
sem recuperacdo antigénica. A: vista inteira da membrana que apresentou sinal positivo (indicado pela seta). B:
zoom da regido da membrana que contém a marcacdo positiva (indicada pela seta).
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Figura 26. Imunodeteccdo cromogénica (fosfatase alcalina, NBT/BCIP) com o anticorpo anti-GFAP pré-
adsorvido contra proteinas de E. coli XL1-Blue MRF’ para screeening da biblioteca de expressdo de cDNA de
cerebelo de rato (Lambda zapll® rat cerebellum premade library, Stratagene) em baixo titulo (alos isolados) e
sem recuperagdo antigénica. A: vista inteira da membrana que apresentou sinal positivo (indicado pela seta). B:
zoom da regido da membrana que contém a marcagdo positiva (a seta indica a regido de intersec¢do do alo
marcado com o alo adjacente; nessa regido de intersec¢do a marcagdo esta ausente).



Anexos 84

6.1.2.3.1 Caracterizacio de clones resultantes do rescreening do clone AZAPII anti-
GFAP imunorreativo por excisiao in vivo do pBluescript, transformacio em XL1-Blue
MRF’, extracio do DNA plasmidial, PCR e seqiienciamento

Dos 12 clones em E. coli XL1-Blue MRF’ transformada com pBluescript (subclones)
excisado do clone AZAPII anti-GFAP imunorreativo, e submetidos a PCR, quatro
apresentaram o inserto (figura 21). O tamanho dos fragmentos foi confirmado usando-se o
programa Gel-Pro Analyzer (Copright Media Cybernetics 1993-97). Esses quatro clones
foram submetidos ao seqlienciamento.

Embora os seqiienciamentos ndo tenham ficado muito bons, apresentando varios
nucleotideos nao identificados, dentre as quatro seqiliéncias analisadas, uma apresentou
regides de 100% de identidade com seqiiéncias de cDNA de GFAP depositadas no GenBank
(NCBI). O alinhamento mais relevante foi com a seqiiéncia de NM 017009, gene ID 24387
(cDNA de GFAP de Ratus norvegicus). As regioes das seqiliéncias correspondentes ao vetor
pBluescript (o primer utilizado para seqlienciamento inicia a reagao a partir da regido do vetor
que flanqueia o inserto) também foram corretamente identificadas quando alinhou-se as
seqiiéncias obtidas com a seqiiéncia do pBluescript depositada no GenBank (gi 58062, 58063,
58067 e 58066).

Este resultado cumpriu o objetivo de testar a funcionalidade da biblioteca e das
condigdes padronizadas para o screening usando-se anticorpos como sonda, confirmando que
pelo menos um (o escolhido para andlise) dos clones imunorreativos identificados no
screening com o anticorpo anti-GFAP corresponde de fato a seqiiéncias de cDNA do gene
que codifica GFAP.

A proposta apresentada neste trabalho sobre a importancia da relag@o entre interagdes
proteina-proteina, folding e imunodetecgdo no screening de bibliotecas de expressdo, usando

anticorpos como sonda, foi fortalecida pela confirmagdo da seqiiéncia do clone anti-GFAP
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imunorreativo identificado, e pela comparagdo entre os resultados dos screenings feitos com o

anti-KM", em alto e baixo titulo de plaqueamento.

M1 23456738 9101112

2072 bp —
1500 bp —»

600 bp —

100 bp —>

Figura 27. Eletroforese em gel de agarose contendo produtos PCR dos subclones anti-GFAP imunorreativos
(pBluescript/AZAP 1I), visualiado em transiluminador de UV (protocolo descrito no item 3.2.6). Lanes: 3,4, S e
6, produto PCR dos subclones portadores de inserto; 1, 2, 7, 8,9, 10, 11 e 12, produtos PCR de subclones que
ndo contém o inserto; M, marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (Invitrogen).



PARTE Il - EXPRESSAO DE DREBRINAS EM DISPLASIA CORTICAL FOCAL 1IB

ASSOCIADA COM EPILEPSIA DE DIFICIL CONTROLE MEDICAMENTOSO

1. INTRODUCAO
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1.1 Drebrinas: Estrutura e Funcéo no Sistema Nervoso Central

O crescimento dos processos das células neuronais € o primeiro passo na formacéo da
rede neuronal no Sistema Nervoso Central (SNC). O citoesqueleto tem sido sugerido como
um dos mais importantes fatores enddgenos que controlam a elaborada morfologia dos
processos neuronais. A expressdo dos reguladores intracelulares dessa morfogénese neuronal
é maior, espacialmente e temporalmente, durante o desenvolvimento do SNC. Varios estudos
apontam proteinas associadas aos microtibulos como participantes fundamentais na
morfogénese neuronal. Por outro lado, ndo estd muito claro qual o mecanismo que regula o
sistema de microfilamentos nesse processo, embora proteinas ligadoras de actina tenham sido
identificadas no SNC com propriedades similares as das proteinas que se ligam a actina em
outros tecidos ndo-musculares.

Nesta introducdo, descreveremos como a analise de alteracGes que ocorrem durante o
desenvolvimento do SNC conduziu a descoberta de novas proteinas ligadoras de actina, com
expressdo desenvolvimento-regulada, as drebrinas; e apresentaremos suas caracteristicas e seu

papel na morfogénese neuronal.

1.1.1 Descricdo e identificacdo das principais propriedades bioquimicas

As drebrinas foram inicialmente identificadas em estudos das alteracbes na
composicdo de proteinas do teto Optico de galinha durante o desenvolvimento (Shirao &
Obata, 1985, 1986; Shirao et al., 1987, 1988).

Duas isoformas de drebrinas ocorrem nos mamiferos: Drebrina E (forma embrionaria)
e Drebrina A (forma adulta) (Shirao & Obata, 1986; Shirao et al., 1989; Hayashi et al., 1998).
Ambas sdo expressas nos neurdnios, mas apenas drebrina A é neurdnio-especifica (Shirao &

Obata, 1986).
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Embora a massa molecular da drebrina difira entre as isoformas e entre as espécies,
seu ponto isoelétrico é similar, aproximadamente 4.5. Para todas as isoformas ha uma
discrepancia entre a massa molecular aparente em SDS-PAGE e a massa molecular deduzida
a partir da sequiéncia de aminoacidos; essa diferenca é conservada entre as espécies. Em
mamiferos, a massa molecular aparente média para drebrina A é de aproximadamente 125
kDa e para drebrina E, aproximadamente 115 kDa (Majoul et al., 2007). Drebrina A de rato ja
foi identificada com massa molecular aparente 140 kDa, enquanto sua massa molecular
deduzida a partir da seqiiéncia de aminoacidos é aproximadamente 77,5 kDa (Shirao, 1995).

A identidade no alinhamento das sequéncias da drebrina A de galinha e rato é 68%.
Em particular, a homologia da metade amino-terminal e dois trechos curtos na metade
carboxy-terminal é maior que 80%. As mesmas regides também sdo bem conservadas na
drebrina A humana, a qual é muito semelhante a drebrina A do rato. Essas regides constituem
dominos conservados, de ligacdo a proteinas do citoesqueleto. O principal deles, conservado

amplamente nas isoformas entre as espécies, € o dominio de ligagdo a actina (Shirao, 1995).

1.1.2 A expressao da drebrina é desenvolvimento-regulada
Estudos iniciais, em galinha:

A clonagem dos cDNAs da drebrina mostrou que as seqiiéncias de aminoécidos das
formas E1 e E2 sdo idénticas, exceto por uma seqliéncia de 43 residuos de aminoacidos
inseridos na porcao média da drebrina E2 (Kojima et al., 1988).

Drebrina A, além da insercdo de 43 amino&cidos, tem uma outra insercdo de 46
aminoacidos upstream aquela (Kojima et al., 1993).

Anélise das seqliéncias gendmica e de cDNA mostraram que as duas insercdes sao
exons diferentes do gene da drebrina, revelando que os mMRNAS sédo transcritos a partir de um

unico gene por mecanismos de splicing alternativo.
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Por meio de imunohistoquimica e hibridizacdo in situ demonstrou-se que drebrina E1
acumula-se primeiro em neurdnios migratorios. Imediatamente apds o término da migracao
neuronal, a expressdo do mRNA de drebrina E1 é interrompida. Paralelamente, drebrina E2
acumula-se nos processos celulares, em crescimento, dos neurénios. H4 uma correlacdo
temporal entre a expressao de drebrina E1 e migragéo celular, e entre a expressao de drebrina
E2 e processos neuronais em crescimento. A expressdo da drebrina A comecga com o inicio da
maturacdo da rede neuronal, que marca a diferenciacao terminal das conexdes sinapticas entre
axonios e dendritos (Shirao et al., 1990).

Em mamiferos:

A expressdo também é desenvolvimento regulada, mas a transicdo € apenas entre
drebrina E e drebrina A, j& que a isoforma E2 ndo foi identificada em mamiferos. De modo
semelhante, a drebrina E aparece inicialmente em neurénios migratorios e a expressdo de

drebrina A comeca com o inicio da maturacdo da rede neuronal (Shirao, 1995).

1.1.3 Atividade de ligacdo a actina e interacdo com outras proteinas ligadoras de actina

As drebrinas formam complexos com gelsolina, miosinas | e V e F-actina in vivo
(Hayashi et al., 1996).

Estudos in vitro revelaram que drebrina se liga a F-actina competitivamente com as
proteinas estabilizadoras de F-actina, como fascina, a-actina, e tropomiosina (Ishikawa et al.,
1994; Sasaki et al., 1996).

A super expressdo de drebrina em fibroblastos resulta em remodelamento de F-actina
(Shirao et al., 1994; Hayashi et al., 1999).

Mostrou-se também interacdo de drebrina com profilina, uma proteina ligadora a
mondmeros de actina que estimula a polimerizacdo da actina. Provavelmente essa interacao se

da através do dominio rico em prolina, da drebrina (Mammoto et al., 1998).
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Essas observacgdes indicam envolvimento da drebrina no citoesqueleto de actina.

Estudos recentes mostraram que drebrina A compete com a-actinina-2 pela ligacao
com a actina. A a—actinina-2 é uma proteina dinamica da densidade pos-sinaptica (Nakagawa
et al., 2004), com sitios de ligacdo para F-actina e receptores glutamatérgicos tipo NMDA

(Wysznski et al., 1997; Dunah et al., 2000).

1.1.4 Compartimentalizacdo subcelular da drebrina e rela¢6es funcionais

A distribuicdo subcelular da drebrina foi mostrada inicialmente, no teto dptico e
cerebelo de galinha, usando-se um anticorpo monoclonal (M2F6) que reconhece tanto a
isoforma E, quanto a isoforma A, e identificou-se que a sua expressdo era altamente
concentrada nas sinapses (Shirao & Obata, 1986; Shirao et al., 1987). Por microscopia
eletronica, verificou-se que sua localizacdo se restringia aos sitios pos-sinapticos dos
dendritos. Em células ndo-neuronais, drebrina E colocaliza com stress fibers de actina ao
longo de sitios de adesdo ao substrato (Asada et al., 1994; Peitsch et al., 1999), enquanto em
neurdnios em cultura, drebrinas E e A se localizam nas espinhas dendriticas (Shirao et al.,
1987; Hayashi et al., 1996), junto com a F-actina (Takahashi et al., 2003).

Transfeccéo de células ndo-neuronais com o cDNA de drebrina A leva ao aumento da
adesdo dessas células ao substrato (lkeda et al., 1995) e ao aparecimento de processos
semelhantes a neuritos (Shirao et al., 1992), enquanto transfec¢do de cultura de neurdnios
hipocampais com cDNA de drebrina A causa alongamento de espinhas dendriticas (Hayashi
& Shirao, 1999).

Essas observacfes indicam que drebrina A pode estar envolvida na extensédo de
neuritos e formacao de espinhas dendriticas.

Aoki et al. (2005) procuraram determinar se drebrina A atinge a membrana plasmética

dos neurdnios a tempo de conduzir espinogénese e sinaptogénese no SNC de rato. Nesse
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estudo, a emergéncia de drebrina A no cortex e hipocampo foi examinada com um anticorpo
que reconhece especificamente drebrina A (DAS2) e ndo reconhece drebrina E. Os resultados
do estudo mostraram que in vivo drebrina A se localiza exclusivamente nos dendritos, tanto
nos estagios inicias do desenvolvimento p6s-natal, quanto no adulto, em sinapses excitatorias
axodendriticas. Drebrina A pode estar envolvida na organizacdo do pool dendritico de actina
para a formacdo de espinhas dendriticas e de sinapses excitatérias durante periodos pds-natais

iniciais.

1.1.5 Correlacao da expressdo de drebrina com plasticidade sindptica

Os trabalhos a seguir foram as primeiras evidéncias de que as drebrinas possivelmente
desempenham algum papel na plasticidade sinaptica, levando-se em consideragdo a correlacdo
temporal e espacial da expressdo de drebrina com plasticidade sinéptica, e os achados sobre a
atividade de formacao de processos neuronais.

Imamura et al. (1992) verificaram que durante o periodo de sensibilidade, no inicio do
desenvolvimento pos-natal, a arquitetura do cortex visual de gatos é altamente susceptivel a
alteragdes no ambiente visual. Os autores verificaram que os padrdes de expressdo de drebrina
estdo correlacionados temporalmente com as mudancas nas estapas de plasticidade cortical,
fisiologicamente definidas. No inicio do periodo de sensibilidade, os niveis de drebrina sdo
altos e concentrados na camada IV do cértex visual. Ap6s o final do periodo de sensibilidade
(por volta de 3 meses depois do nascimento), a expressdo de drebrina diminui
consideravelmente. Diferentemente, em gatos mantidos no escuro, nos quais 0 periodo de
sensibilidade é retardado, a expressdo de drebrina persiste no cortex visual maduro, de
maneira quantitativamente similar aos niveis de expressdo encontrados durante o

desenvolvimento.
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Shirao (1995) cita que no bulbo olfatério de rato adulto, o qual mantém alta
plasticidade durante a vida, ha expressao de grandes quantidades de drebrina.

Trabalhos recentes suportam, consistentemente, a participacdo da drebrina em
processos de crescimeno neural e na formacdo de sinapses (Shirao et al., 1992; Hayashi &
Shirao, 1999; Minghao et al., 2002; Aoki et al., 2005) e sua associacdo com proteinas
importantes para a manutengdo da forma e estabilidade dos terminais sinapticos como post-
synaptic density 95 protein (PSD95) e proteinas do citoesqueleto (actina, miosina e gelsolina)
(Shirao,1995; Hayashi et al., 1996; Takahashi et al., 2003). A PSD95 é uma proteina de
ancoragem abundante na densidade pds-sinaptica, e liga-se diretamente a receptores NMDA
por meio do dominio PDZ.

Fujisawa et al. (2006) propuseram que numa resposta homeostatica in vivo, aumento
da drebrina A e F-actina, nas espinhas dendriticas, pode melhorar o trdfego de NMDAR por
reduzir a rigidez do citoesqueleto dentro do citoplasma dos terminais sindpticos sem alterar a
morfologia manifesta das sinapses axo-espinosas. Takahashi et al. (2006) demonstraram que

drebrina é necessaria para a homeostase do acumulo sinaptico dos receptores NMDA.

1.1.6 Drebrina em patologias

Em humanos, sinapses anormais em densidade ou forma estdo associadas com muitas
desordens neuroldgicas (entre elas, por exemplo, retardo mental, sindrome de Down,
sindrome do X fragil e epilepsia), indicando pelo menos uma ligacao indireta entre formacéo

de processos neuronais (morfogénese) e doenca (Hering & Sheng, 2001).

1.1.6.1 Drebrina em doenca de Alzheimer
Harigaya et al. (1996) encontraram perda significativa de drebrina no hipocampo de

pacientes com Doenca de Alzheimer (DA). Proteinas marcadoras pré-sinapticas nao diferiram
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significativamente entre tecidos patolégicos e controles. Os autores concluiram que a
diminuicdo da drebrina pds-sindptica pode ser um sensivel marcador de danos sindpticos em
DA.

Hatanpaa et al. (1999) encontraram baixos niveis de drebrina no cortex cerebral de
individuos senis normais. Em DA os niveis de drebrina diminuem 81% a mais. Os achados
sugerem que o comprometimento da plasticidade pode contribuir para a disfungdo cognitiva
tanto no envelhecimento normal quanto em DA.

Shim & Lubec (2002) examinaram a distribuicdo de drebrina no cérebro de pacientes
com DA e Sindrome de Down (SD). A expressdo de drebrina diminuiu significativamente nos
cortices temporal e frontal de pacientes com DA e SD. Os autores sugerem que essa
diminuicdo pode representar perda na plasticidade sinaptica e desorganizagdo da arborizagéo

dendritica, o que pode corroborar a disfuncéo cognitiva.

1.1.7 Como drebrina participa da regulacéo da morfogénese neuronal

Como supracitado, varios trabalhos evidenciam atualmente que a forma e estabilidade
do terminal sinaptico é determinada pelo citoesqueleto de actina. Proteinas que se ligam a
actina sdo candidatas primarias como reguladoras da morfogénese das sinapses. Drebrina
parece ser a principal proteina ligadora de actina, sistema nervoso-especifica. Varias
evidéncias apontam um papel importante para as drebrinas na plasticidade sinaptica, mas os

mecanismos moleculares envolvidos ainda ndo estio claros.

1.1.8 Perspectivas
Provavelmente, a maior necessidade para as pesquisas em drebrina, é explorar sua

funcéo nos organismos Vvivos.
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Os mecanismos moleculares que dirigem a reorganizacdo do citoesqueleto ndo estdo
bem definidos e aguardam ser explorados. A comparagdo entre as condigdes moleculares
presentes no citoesqueleto do SNC normal e patoldgico pode contribuir para direcionar

investigagdes nesse sentido.

1.2 Displasias Corticais Focais

As Malformag6es do Desenvolvimento Cortical (MDC) tém sido reconhecidas como
patologias desde o final do século XIX, sendo a maioria atribuida a defeitos de migracéao
neuronal durante um periodo crucial do desenvolvimento cortical. As MDCs sdo um grupo
heterogéneo de desarranjos anatdmicos focais ou difusos, cujas caracteristicas patoldgicas
dependem muito do momento e da natureza do defeito ocorrido durante o processo de
desenvolvimento (Bentivoglio et al., 2003).

O advento das técnicas de imagem em alta resolucdo, particularmente Imagem por
Ressonancia Magnética (IRM), permitiu o diagnostico das MDC in vivo e a correlagdo entre
dados de imagem e achados eletroclinicos, uma vez que a maioria dessas malformacGes é
epileptogénica.

Consequentemente, diversos tipos de epilepsias parciais, previamente descritas como
criptogénicas, sdo hoje reconhecidas como secundarias as lesdes corticais. Especialmente as
alteragOes resultantes do desenvolvimento cortical anormal s&o frequentemente associadas
com epilepsia farmacologicamente intratavel, resultando num aumento do nUmero de
pacientes candidatos a tratamento cirdrgico.

As Desordens de Migracdo Neuronal (DMN) séo geralmente consideradas como um
subgrupo de MDC, e sua definicdo pode dar a entender que o Unico mecanismo no qual as

malformacdes estdo baseadas sdo disturbios de migracdo. Entretanto, tem se mostrado que
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nem todas as DMNSs séo devidas exclusivamente a distdrbios de migracdo neuronal, e outros
mecanismos estdo envolvidos.

As MDC previamente agrupadas sob o termo geral de DMN sdo atualmente
diversificadas para refletir o aumento do conhecimento do substrato patoldgico, 0s possiveis
fatores etioldgicos e as relagdes entre caracteristicas estruturais alteradas nas malformacdes e
tipos de epilepsia. No entanto, a despeito de muitos esforcos, € amplamente reconhecido que a
classificacdo dessas desordens esta longe de ser satisfatdria e ndo ha um consenso geral sobre
essas anormalidades estruturais complexas. Além disso, sua etiologia é frequentemente
incerta e 0s mecanismos pelos quais ela gera epilepsia ndo séo claros.

Nos dltimos anos, tem se dedicado atencdo especial aos desarranjos da organizacdo
cortical. Taylor et al. (1971) descreveram uma série de achados que categorizaram como uma
entidade Unica: paciente com epilepsia farmacologicamente resistente, que exibia desarranjo
da citoarquitetura cortical associado com neurénios displésicos e citomegalicos sem padrdo de
orientagdo definido e balloon cells nas camadas mais profundas do cértex cerebral e na
substancia branca. Os achados clinicos e neuropatoldgicos indicaram uma desordem
predominantemente focal e unilateral, que foi categorizada como Displasia Cortical Focal
(DCF).

Desde entdo, o termo Displasia Cortical tem sido usado muitas vezes de forma
indiscriminada na literatura, referindo-se a uma ampla variedade de desarranjos da anatomia
cortical (microdisgenesias, polimicrogirias, paquigiria, heterotopia  nodular,
hemimegaloencefalia e hamartomas), porque a descricdo de Taylor suscitou controvérsias
quanto a classificacdo morfologica das DC. A displasia descrita por Taylor tem padrdo
histolégico similar ao da esclerose tuberosa, especialmente no que se refere a ocorréncia de

balloon cells (Taylor et al., 1971; Garbelli et al., 1999).
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Por outro lado, alguns autores ndo consideram o diagndstico de DCF, como descrito
por Taylor, como uma entidade individual (Barth, 1987; Barkovich et al., 2001a, 2001b).
Muitos autores assumem a DC associada com a presenca de ballon cells como o tipo mais
severo ou mesmo como uma categoria completamente diferente de DCF (Mischel et al., 1995;
Barkovich et al., 2001). Palmini et al. (2004), classificaram as displasias corticais focais em
tipo I (sem neurénios dismorficos e sem balloon cells) e tipo 1l, também chamada DCF tipo
Taylor. Esta Ultima é caracterizada pela presenca de neurénios dismérficos sem (tipo 11A) ou
com (tipo 11B) células balonadas (balloon cells). As DCF do SNC nas quais ocorrem balloon
cells séo a DCF 1IB (ou tipo Taylor) e a hemimegalencefalia.

Um aspecto fundamental da DCF IIB é que os neurbnios citomegalicos displasicos e
as balloon cells conseguem “escapar” da apoptose. Uma possivel explicacdo é que estas
células expressariam continuamente neurotrofinas e seus receptores trk (Nishio et al., 1999).
Isto levaria & persisténcia destas células no adulto e também modelaria e aumentaria
anormalmente a rede sinaptica destas células pela conservacdo de plasticidade neuritica ativa
(Yamanouchi et al., 1998).

Estudos imunocitoquimicos sugeriram elementos biol6gicos associados a
epileptogenicidade intrinseca e aumentada das DCF 1IB e hemimegalencefalia (Spreafico et
al., 1996; Babb et al., 1998). Ocorre uma reducédo consistente na densidade de interneurénios
GABA-érgicos e um aumento na densidade de células piramidais orientadas anormalmente,
que exibem imunomarcacdo para receptores de aminoacidos excitatorios. Este aumento de
excitacdo concomitante a reducdo da inibicdo parece predominar nas DCF tipo Taylor e na

hemimegalencefalia e é aparentemente menos acentuado em outras formas de DCF.
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1.3 Drebrinas e Displasias Corticais Focais

O papel das drebrinas na homeostase da atividade eletrofisiolégica cerebral é pouco
estudado, embora seja conhecida sua participacdo em processos de crescimento neural e na
formacdo de sinapses, e sua associagdo com proteinas importantes para a manutencdo da
forma e estabilidade dos terminais sindpticos. No cortex cerebral e hipocampo de rato,
drebrina estd presente exclusivamente em sinapses excitatorias assimétricas axodendriticas,
associadas ao citoesqueleto de actina, sendo necessaria para 0 acimulo homeostatico de
receptores NMDA.

Dada a associacdo entre drebrina, developmentally-regulated brain protein,
desenvolvimento neural e sinapse axo-dendritica excitatoria, investigamos inicialmente se
haveria alteracdo da expressdo de drebrina em distarbios do desenvolvimento neural,
usualmente associados a epilepsia. Em experimento-piloto, drebrina foi detectada usando-se o
anticorpo monoclonal M2F6 anti-drebrina, apenas em tecido proveniente de corticectomia de
paciente com displasia cortical focal tipo Taylor, mas ndo em tecido proveniente de resseccdo
de heteropia subventricular ou de displasia cortical focal ndo-Taylor. Assim, investigamos a
expressdo de drebrina em cértex cerebral proveniente de pacientes com displasia cortical focal
tipo 11B, submetidos a tratamento cirdrgico de epilepsia, comparando-se com aquela em

cortex cerebral obtido em necrdpsia.
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2.1 Verificar a expressdo de drebrinas em cortes histoldgicos de tecido nervoso humano com
Displasia Cortical Focal 11B associada com epilepsia de dificil controle medicamentoso;
usando-se os anticorpos DAS2 (anti-drebrina isoforma adulta) e M2F6 (anti-drebrina

isoformas adulta e embrionéria) em imunohistoquimica.



PARTE Il - EXPRESSAO DE DREBRINAS EM DISPLASIA CORTICAL FOCAL 1IB

ASSOCIADA COM EPILEPSIA DE DIFICIL CONTROLE MEDICAMENTOSO

3. Metopos e Tecnicas EmprecaDOS




Métodos e Técnicas Empregados 101

3.1 Casuistica

Utilizamos blocos de tecido cortical humano, provenientes de necropsias e de
resseccdo cortical durante cirurgia para epilepsia farmacologicamente intratavel nos
Departamentos de Patologia e de Cirurgia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, no Servigo de Neurocirurgia do Hospital Brigadeiro, em Sao Paulo, no
Hospital S&o Lucas da PUCRS, em Porto Alegre, e no “Instituto Nazionale Neurologico C.
Besta”, Milano, Italy de acordo com protocolos aprovados pela Comissdo de Etica da FMRP.
Os tecidos displasicos (tabela 1) foram analisados pelos patologistas Dra. Leila Maria C.
Chimelli, Dr. Luciano Neder Serafini e Dra. Ligia Coutinho. O diagnostico para DCF 1IB foi
atribuido de acordo com critérios morfolégicos, segundo classificacdo proposta por Palmini et
al. (2004).

Como controles para as DCF, usamos tecido obtido de necropsia sem historia de
patologia neuroldgica e que nao apresentou evidéncias de alteracdes neuropatoldgicas, com a
mesma idade e sexo que os dos pacientes com displasia (tabela 2).

O tecido nervoso foi fixado em formalina a 10% (v/v) tamponada. A seguir, as regides
de interesse foram dissecadas e procedeu-se a desidratacdo em etanol (Merck, grau P.A),
diafanizacdo em xileno (Merck, grau P.A) e inclusdo em parafina (Merck, Histosec). Seccdes
de 5 e 8 um de espessura foram obtidas por microtomia (Micrétomo Leica, modelo RM
2065), montadas em laminas gelatinizadas ou silanizadas, e armazenadas a 4° C até o
momento de uso. Para avaliacdo microscdpica do tecido e posterior selecdo as seccbes de 8
um (em laminas silanizadas) foram coradas pelo método de hematoxilina e eosina (HE). As
laminas foram analisadas utilizando lupa Olympus (SZH10) e microscépio optico Olympus

(modelo BX 60).
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Cortes do mesmo bloco, em cada caso, foram caracterizados (por coloracdo
hematoxilina-eosina e Bielchowisky; e por imunomarcagdo com anti-GFAP e anti-NEU-N)

antes de serem utilizados para imunohistoquimica com os anticorpos anti-drebrina.
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3.1.1 TABELAS

, hdo

Tabela 1. Resumo dos dados clinicos de pacientes incluidos no ensaio imunohistoquimico. Siglas: ND

disponivel.
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Tabela 2. Caracterizagdo dos casos de autdpsia utilizados no ensaio imunohistoquimico.
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3.2 Recuperagédo Antigénica

Utilizamos uma modificacdo do procedimento de recuperacao antigénica descrito por
Martins et al. (1999) e Zanardo et al. (1997). Um aparelho de microondas (Sharp RB-4A33)
foi utilizado em poténcia nominal maxima. As laminas com as secc¢Oes de tecido
desparafinizadas foram tratadas por 20 minutos em jarros de Coplin contendo tampdo Tris-
HCI 50 mM, pH 9.5. Utilizamos trés jarros contendo o mesmo volume de solucéo,
posicionados simetricamente, uma vez que o0 numero e a posic¢ao dos jarros podem influenciar

na temperatura.

3.3 Imunohistoquimica

As seccOes tissulares foram desparafinizadas, hidratadas, e tratadas com solucdo de
H.0O, 3% (v/v) em tampéo fosfato de s6dio 10 mM pH 7.4, para bloquear a atividade da
peroxidase endogena.

A recuperacdo antigénica foi realizada conforme procedimento descrito acima. Apds
resfriadas até a temperatura ambiente, as sec¢fes foram incubadas em tampéo Tris-Glicina 0,1
M pH 7.4, por 30 minutos. Em seguida, foram bloqueadas com tampao de bloqueio [tampé&o
fosfato de sodio 0,02 M, pH 7.4 contendo: soro de jumento 1:6 (v/v), leite desnatado em pé
5% (w/v), NaCl 0,45 M e Triton X-100 0,3% (v/v)] por 4-5 horas, para bloquear sitios de
ligacdo inespecifica dos anticorpos.

As reagBes de imunohistoquimica foram feitas utilizando-se, separadamente, 0s
anticorpos primarios: camundongo anti-drebrina E de galinha (NBA-110 da StressGen, clone
M2F6, que reconhece ambas isoformas de drebrina, A e E, em varias espécies, inclusive em
humanos), 1IgG de coelho anti-drebrina A purificado por afinidade, denominado DAS-2
(gentilmente cedido pelo Prof. Tomoaki Shirao, Departamento de Neurobiologia,
Universidade Gunma, Japdo) diluidos em tampao de bloqueio a 1:50, e 1:20, respectivamente.
Previamente testou-se diluicBes seriadas dos anticorpos antes de se definir o titulo a ser

utilizado. Os controles foram feitos substituindo-se o anticorpo primario por tampdo de
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bloqueio. A incubacdo ocorreu por aproximadamente 14 horas e as sec¢des foram lavadas
posteriormente com tampao de lavagem [tampéao fosfato de sddio 0,02 M, pH 7.4 contendo
NaCl 0,45 M e Triton X-100 0,3% (v/v)]. A deteccdo dos anticorpos primarios foi realizada
utilizando-se os anticorpos secundarios: coelho anti-lgG de camundongo, biotinilado (Dako
E0354), e porco anti-lgG de coelho, biotinilado (Dako E0353), diluidos com tampdo de
bloqueio a 1:100, ambos. Na seqliéncia, as sec¢des foram incubadas com o complexo avidina-
biotina-peroxidase (Kit Elite ABC Vector). A presenca do complexo foi visualizada por
reacdo com H,O, e 0,4 mg/ml de 3,3’-diaminobenzidina (DAB), por 12 minutos.

As seccdes foram desidratadas com etanol, clareadas com xileno e montadas entre
lamina e laminula com Permount (Fischer). Todas as operagdes foram realizadas a
temperatura ambiente.

Para a deteccdo de GFAP usou-se IgG de coelho anti-GFAP de vaca (Dako) e como
secundario biotinoil-1gG de porco anti-lIgG de coelho (Dako). Para a detec¢do de NeuN usou-
se biotinoil-IgG de camundongo anti-Neu N (Chemicon) e como secundario 1gG de cabra
anti-lIgG de camundongo (Vector). A revelacdo foi feita com o kit ABC/ H,O,-DAB.

Os experimentos imunohistoquimicos foram feitos com o aluno de doutorado do nosso

grupo César Agusto Bueno Zanella.

3.4 Documentacéao das imagens

As laminas foram fotografadas usando microscépio Olympus BX60 equipado com
sistema de microfotografia Olympus B32. Os diapositivos foram revelados pelo sistema E-6
(Kodak) e digitalizados usando sistema Polaroid. As imagens foram editadas com o programa

Adobe Photoshop 7.0 em nosso laboratorio.
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4.1 Caracterizacgao histopatoldgica dos tecidos DCF 11B

A perturbacdo de processos de desenvolvimento pode resultar em malformagdes do
SNC, em particular do neocortex, anormalidades da arquitetura cortical e de suas
propriedades eletrofisioldgicas. Estas malformagdes tém sido classificadas com base em sua
morfologia e/ou provavel etiologia (Rakic, 1988, 1995; Sarnat, 1992) e mais recentemente,
com base nas suas caracteristicas neuropatolégicas associadas a etiologia génica (Sarnat &
Flores-Sarnat, 2003; Sarnat, 2005).

Os critérios de classificacdo seguidos para caracterizar os tecidos usados neste
trabalho foram aqueles utilizados por Palmini et al. (2004): classificaram as DCF em tipo |
(sem neur6nios dismorficos e sem balloon cells) e tipo 11, também chamada DCF tipo Taylor.
Esta Gltima é caracterizada pela presenga de neurénios dismorficos sem (tipo 11A) ou com
(tipo 11B) células balonadas (balloon cells).

As figuras 28 e 29 ilustram caracteristicas da DCF 1IB. Proximo a superficie pial,
observa-se perda da organizacdo laminar e colunar corticais com presenca de células grandes,
arredondadas com nucleo excéntrico (balloon cells) ou central (células indeterminadas) ou
sem nucleo observavel e com citoplasma claro (pale cells) (Figura 28, A). Em regido mais
profunda, notam-se neurdnios escuros (dark neurons), geralmente presentes nestas displasias
e cujo significado é desconhecido (Figura 28, B). Nota-se a zona de transicdo entre as
substancias cinzento-branca caracteristicamente borrada, com células arredondadas em ambas
regides (Figura 28, C). Na substancia branca véem-se células arredondadas, algumas das quais
parecem ser balloon cells (Figura 28, D). Na figura 29, observam-se as células caracteristicas
da DCFIIB em maior aumento: neurdnio gigante dismdrfico (A); neurdnios gigantes
dismérficos préximos a superficie pial (B); balloon cells, inclusive binucleadas (C); célula
clara e balloon cells (D); perda da ordenacdo de processos neuronais (E); células

gemistocitica, clara, indeterminada, balloon e indeterminada com incluséo intranuclear (D).
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No diagnostico diferencial entre ballon cells, pale cells e neurdnios gigantes presentes
em DCF 1IB, corado pelo método de Bielschowisky (Figura 30), observam-se alguns
neurdnios gigantes com os processos fortemente corados (A). Notam-se pale cells, balloon
cells, algumas células indeterminadas, e neurénios gigantes (B). No painel C, da Figura 30,
nota-se um neurdnio gigante tipico com ballon cells ao redor. Diversas ballon cells podem ser
vistas na profundidade do cortex (D).

A figura 31 evidencia a presenca do marcador neuronal Neu-N nas ballon cells e nas
células indeterminadas. Observam-se balloon cells, pale cells e células indeterminadas
marcadas e ndo marcadas, enquanto se vé grande nimero de neurdnios fortemente marcados.
Em C, observa-se um neurdnio gigante exibindo marcacao positiva. Na figura 32, observa-se
forte marcacdo de astrécitos e fibras de Rosenthal (A e C), e expressdo varidavel do marcador

glial GFAP (de quase ausente a forte) em células indeterminadas e ballon cells (B e D).

4.2 Expresséo de drebrinaem DCF 11B

Detectou-se forte marcacdo, relativamente homogénea, no citoplasma e nucleo,
inclusive na membrana nuclear, nas balloon cells e marcacdo de células indeterminadas e de
neurdnios citomegalicos displasicos, entre outras células presentes na regido displasica,
usando-se os anticorpos M2F6, que reconhece as isoformas adulta e embrionaria, e DAS2,
que reconhece apenas a isoforma adulta, (figuras 33 a 37). A marcagéo nuclear e justa-nuclear
foi mais evidente com o anticorpo M2F6 (figuras 33 e 34), embora a presenca e intensidade
da marcagdo nuclear observada seja varidvel. Maior nimero de balloon cells é marcado com o
M2F6 em comparagdo ao DAS2. Observam-se algumas poucas ballon cells sem qualquer
marcagdo evidente com o anticorpo anti-drebrina que reconhece apenas a forma adulta

(figuras 35, 36 e 37).
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Usando o anticorpo M2F6, observamos balloon cells, células indeterminadas, pale
cells e neurdnios gigantes fortemente marcados, tanto préximos a superfie pial quanto na
profundidade do cértex (figura 33, A, B, C e D). Em maior aumento notamos a intensa
marcacdo de baloon cells e de um neurdnio gigante, ao redor de um vaso cujo endotélio
também parece estar marcado (figura 34, A). Observamos células indeterminadas, exibindo
marcacdo relativamente homogénea no citoplasma, e marcacao nuclear (figura 34, B), assim
como, ballon cells tipicas, exibindo marcacdo relativamente homogénea no citoplasma, e
marcacgdo nuclear, e poucas ou algumas outras balloon cells marcadas com maior e menor
intensidade (figura 34, C). Na figura 34, D, pode-se observar a membrana nuclear de uma
balloon cell que parece exibir marcagéo positiva.

Obtivemos resultados semelhantes usando-se o anticorpo DAS2. Observamos balloon
cells, células indeterminadas e pale cells fortemente marcadas, desde proximas a superfie pial
até a profundidade do cortex (figura 35, A, B, C e D). Em maior aumento notamos balloon
cells com citoplasma e nacleo marcados, exibindo marcacdo evidente da membrana nuclear
(figura 36, A e B). Observamos, tambem, aglomerados de células displasicas exibindo
marcacao positiva (figura 37, A). Esse mesmo campo é GFAP-positivo e NeuN-positivo em
cortes adjacentes do mesmo tecido. Em aumento maior, observa-se a diversidade e a forma
bizarra dos tipos celulares (Figura 37, B). Em aumento ainda maior observa-se que a
intensidade de marcacdo varia de uma célula para a outra e podem-se identificar também
células ndo marcadas (figura 37, C). A forma destas células sugere astrdcito ativado (Figura
37, C). Notamos, também, marcacdo de balloon cells e de células com morfologia de glia
ativada (figura 37, D). Essas células com morfologia de glia ativada séo células grandes, de
tamanho comparavel as balloon cells, parecem expressar GFAP e também o anticorpo DAS2
(em cortes adjacentes do mesmo tecido), um marcador de sinapse neuronal (Aoki et al.,

2005).



Resultados e Discussdo 111

Os controles de necropsia exibiram apenas fraca marcacdo em poucos neurbnios
piramidais pequenos e grandes (marcacdo nuclear), nas camadas Ill e V, respectivamente
(figura 39), muito embora, essa marcacdo quase ndo seja evidente. Aoki et al. (2005)
identificaram imunorreatividade para drebrina A em neurdnios piramidais da camada V de
cortex cerebral de rato, durante o desenvolvimento, com fraca marcagdo do corpo celular e
marcacdo intensa nos dendritos. Eles ndo detectaram drebrina A em neurdnios corticais de
rato adulto.

Os controles cirargicos, provenientes de ressecc¢do cirdrgica do lobo temporal em
pacientes submetidos a hipocampectomia, exibiram marcacdo celular, especialmente na
camada I, em intensidade varidvel (desde ausente até tdo intensa quanto nos tecidos
displasicos), e forte marcacdo da neurdpila (Figura 40). Esse resultado levou-nos a algumas
perguntas: 1) podemos considerar essa marcacdo como expressdo normal de drebrina e
concluir que como ha pouca diferenca em intensidade de marcacdo, comparada ao tecido
displasico, drebrina ndo é diferencialmente expressa em Taylor? 2) A que se deve a diferenca
na intensidade de marcagéo entre os controles de mesmo grupo? 3) Qual seria o melhor tipo
de controle?

Nos tecidos provenientes de necrdpsia, apesar de termos dados sobre a causa da morte,
nédo se sabe como o efeito do estado agbnico, do intervalo post-mortem e do tempo de fixagéo,
podem alterar o padrdo de expressdao da drebrina. Outro aspecto a se considerar é que
possivelmente os tecidos usados como controles cirdrgicos, provenientes de ressec¢do do lobo
temporal para retirada do hipocampo esclerético, tenham sido lesados pela atividade
epiléptica. Nesses tecidos, encontramos variacfes na intensidade de expresséo de drebrina na
camada I, principalmente.

Ja foi demonstrado que a proporcdo de espinhas dendriticas imunopositivas para

drebrina é regulada de maneira atividade-dependente. O bloqueio da atividade de receptores
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NMDA por duas horas aumenta a proporc¢édo de espinhas dendriticas drebrina-imunopositivas
(Fujisawa et al., 2006). O aumento da expressao de drebrina foi previamente observado em
sinapses excitatorias: 0 acimulo de drebrina A no interior das espinhas dendriticas € requerido
para induzir o acimulo da proteina ancoradora do receptor de glutamato (PSD95), nos sitios
pos-sinapticos (Takahashi et al., 2003). A ativacdo de receptores NMDA induz o
deslocamento da drebrina das espinhas dendriticas para os dendritos (Sekino et al., 2006). A
drebrina A é necessaria para a homeostase do acimulo sindptico de receptores NMDA
(Takahashi et al., 2006). Assim, é possivel que a variacdo da intensidade de marcacdo de
drebrina, que observamos nos tecidos usados como controle cirdrgico, seja devida a alguma
variagdo na atividade excitatoria. Nos controles de necropsia, com causas de morte diversas,
ndo houve tanta variacdo no padrao de expressdo quanto nos controles cirdrgicos.

Delineamos estratégias em direcdo a resolugdo dessas questfes. A microdissecgdo de
tecidos displasicos, e tecidos normais obtidos para remocao de tumores devera permitir fazer
western Dblot com amostras de tecido relativamente homogéneas para verificar
quantitativamente a expressdo das isoformas adulta e embrionéria de drebrina. Pretendemos
verificar os dados de western blot também usando PCR em tempo real.

Identificamos marcacdo de drebrina evidente e intensa nas células caracteristicas da
DCF 11B, neuropatologia considerada como resultado de disturbio de desenvolvimento
associada a epilepsia de dificil controle medicamentoso. E a imunorreatividade para drebrina
parece ser maior quando se utiliza o anticorpo que reconhece as formas adulta e embrionaria
da drebrina, especialmente para ballon cells, embora ndo tenha sido possivel quantificar ainda
essa observacdo. Esse dado associado ao fato de que as ballon cells expressam marcadores
neuronais e gliais e parecem ser células pouco diferenciadas ou indiferenciadas sugere que as

ballon cells tenham expressdo anormal da isoforma embrionaria da drebrina, e que
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possivelmente os anticorpos anti-drebrina M2F6 e DAS2 sejam Uteis como marcadores de
células pouco diferenciadas ou indiferenciadas.

A forma adulta da drebrina foi identificada apenas em sinapses e a forma embrionaria
no corpo celular, em rato e ave adultos. Em ratos adultos quase toda a drebrina sinéptica esta
localizada nas espinhas dendriticas, formando sinapses excitatdrias assimétricas, verificadas
pela imunonegatividade para GABA e imunorreatividade com receptores de NMDA. A forma
adulta da drebrina pode estar envolvida na organizacdo do pool dendritico de actina para a
formacdo de sinapses excitatérias axoespinosas durante periodos pdés-natais iniciais do
desenvolvimento (Aoki et al., 2005). Além disso, expressdo de drebrina embrionaria foi
recentemente descrita como associada a geracdo de forma celular anormal, formacgdo de
prolongamentos anormais e perda da capacidade migratoria em células em cultura (Peitsch et
al., 2006).

Nossos resultados para a imunodeteccdo de drebrina em DCF IIB levantaram a
questdo do possivel envolvimento da drebrina nessa neuropatologia. Ha alteracdo da
expressdao de drebrina adulta e/ou embriondria na DCF [IB? Essa expressdo estaria
relacionada a génese dos tipos celulares aberrantes presentes em DCF 1I1B? A expressao de
drebrina seria uma caracteristica primaria ou secundaria nesse processo?

Para responder a essas perguntas planejamos: 1) Fazer microscopia confocal usando o
anticorpo que reconhece a drebrina adulta e o anticorpo que reconhece as formas adulta e
embrionaria. No entanto, os tecidos parafinizados de que dispomos foram inadequados para
microscopia confocal, resultando em intenso background e desperdicio dos anticorpos e de
tecido. E necessario conseguir material fresco para que possamos controlar o tempo de
fixacdo e obter cortes congelados para imunohistoquimica. 2) Fazer western blot de tecidos
DCF IIB usando o anticorpo que reconhece drebrina adulta e embrionaria. Entretanto, para

resultados inequivocos precisamos obter tecido congelado, a fim de utilizar parte para o
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western blot, usando tecido microdissecado, e imunohistoquimica. 3) Comparar a expressao
de drebrina em DCF IIB com Esclerose Tuberosa. Ja conseguimos esses tecidos para

completar e prosseguir com nossa investigacao.
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4.3 Figuras
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Figura 28. Caracterizacéo histoldgica de DCF 11B. Coloracdo Hematoxilina-eosina (HE). Caso 3.
A: Observa-se perda das organizacBes laminar e colunar corticais, com presenca de células grandes e
arredondadas com nucleo excéntrico (balloon cells) ou central (células indeterminadas) ou sem ndcleo
observavel e com citoplasma claro (pale cells) (33X). B: Numa regido mais profunda e continua a do painel A,
notam-se neurdnios escuros (dark neurons), geralmente presentes nestas displasias e cujo significado é
desconhecido (33X). C: Zona de transicao entre as substancias cinzenta-branca caracteristicamente borrada, com
células arredondadas em ambas regifes (33X). D: Mostrando células arredondadas na substancia branca (33X).
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Figura 29. Caracterizacdo histoldgica de DCF 1IB. Coloragdo Hematoxilina-eosina (HE).
(continuacdo). Caso 1: A, D e F. Caso 3: B, C e E. A: Neurdnio gigante dismorfico (33X). B: Neurdnios
gigantes dismorficos proximos a superficie pial (33X). C: Balloon cells, nota-se uma balloon cell binucleada
(33X). D: Célula clara e balloon cells (132X). E: Perda da ordenacdo de processos neuronais (66X). F: Células
gemistocitica, clara, indeterminada, balloon e indeterminada com inclusdo intranuclear (66X).
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Figura 30. Diagnostico diferencial entre ballon cells, pale cells e neur6nios gigantes
presentes em DCF 1IB, corado pelo método de Bielschowisky. Caso 1. A: Observam-se alguns
neurdnios gigantes com os processos fortemente corados (33X). B: Notam-se pale cells, balloon cells, algumas
células indeterminadas, e neurdnios gigantes (33X). C: Um neur6nio gigante tipico com ballon cells ao redor
(66X). D: Diversas ballon cells na profundidade do cortex (66X).
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Figura 31. Expressdo de Neu-N em DCF IIB. Caso 1. A: Observa-se marcacdo de alguns neurdnios e a
presenca de ballon cells marcadas e ndo marcadas (33X). B: Ballon cells marcadas e ndo marcadas, e células
indeterminadas ndo marcadas (66X). C: Neurdnio gigante exibindo marcacao positiva, ao centro (66X).
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Figura 32. Expressdo de GFAP em DCF IIB. Caso 1. A: Astrocitose subpial; observam-se diversos
astrocitos e microglia ativada fortemente marcados, proximos a superficie pial (33X). B: Regido mais profunda e
continua a do painel A; notam-se balloon cells, células indeterminadas e astrocitos exibindo marcagéo de fraca a
intensa (33X). C: Nota-se marcacéo intensa de astrocitos e fibras de Rosenthal (66X). D: Ballon cells GFAP-
positivas exibindo marcacdo cuja intensidade varia de fraca a forte.
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B D

Figura 33. Expressdo de drebrina em DCF IIB usando-se o anticorpo que reconhece as
isoformas adulta e embriondria (M2F6). Caso 1. A, B, C e D: Notam-se células balonizadas da
proximidade da superficie pial (A) até a substancia branca (D), com intensidade de marcacdo variavel (13,2X,
13,2X, 13,2X e 66X, respectivamente).
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Figura 34. Expressdo de drebrina em DCF IIB usando-se 0 anticorpo que reconhece as
isoformas adulta e embrionaria (M2F6). Caso 1. A: Observa-se um neurdnio gigante ao redor de um vaso
cujo endotélio também esta marcado (132X). B: Uma célula indeterminada, exibindo marcagdo relativamente
homogeénea no citoplasma, e marcacao nuclear (330X). C: Ao centro, uma ballon cell tipica, exibindo marcacao
relativamente homogénea no citoplasma e marcagdo nuclear; ao redor dessa célula notam-se algumas outras
balloon cells marcadas com maior e menor intensidade (132X). D: A membrana nuclear da balloon cell exibe
marcacéo positiva (330X).
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B D

Figura 35. Expressdo da isoforma adulta de drebrina em DCF 11B usando-se o anticorpo DAS?2.
Caso 1. A, B, C e D: Notam-se células balonizadas da proximidade da superficie pial (A) até a substancia branca
(D), com intensidade de marcacéo varidvel (13,2X, 13,2X, 13,2X e 66X, respectivamente).
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Figura 36. . Expressdo da isoforma adulta de drebrina em DCF 1B usando-se o anticorpo DAS2.
Caso 1. A: Balloon cell com citoplasma e nicleo marcados, exibindo marcagdo evidente da membrana nuclear
(330X). B: Outras ballon cells evidenciando a marcacéo nuclear (330X).
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Figura 37. Expressdo da isoforma adulta de drebrina em DCF 11B usando-se o anticorpo DAS2.
Caso 1. A: Aglomerado de células displésicas exibindo marcacéo positiva (13,2X). B: A partir do campo acima
(A) notam-se a diversidade e a forma bizarra dos tipos celulares (33X). C: A partir do campo acima (B) observa-
se que a intensidade de marcacdo varia de uma célula para a outra, note-se que a forma destas células sugere
astrocito ativado; pode-ser identificar também células displésicas ndo marcadas (66X). D: Observam-se
marcacao de balloon cells e de células com morfologia de glia ativada (66X).
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Figura 38. Controle negativo da expressdo de drebrina-imunorreativa-simile em DCF 11B. Caso
1. A, nota-se auséncia de marcacdo em varios tipos celulares, nas camadas mais superficiais do cortex (33X). B,
observam-se ballon cells ndo marcadas na regido subpial (33X).
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Figura 39. Expressdo de drebrina em cortex temporal obtido em necrdpsia. Caso 11. A:
Imunodeteccdo usando-se o anticorpo M2F6 mostra marcacdo na neurdpila e nacleos celulares (66X). B:

Imunodeteccao usando-se o anticorpo DAS-2 mostra marcagdo intensa na neurdpila e nlcleos celulares (132X).
Optica Nomarski.
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Figura 40. Expressdo da isoforma adulta de drebrina em cortex temporal de paciente com
epilepsia do lobo temporal/ esclerose mesial, usando-se o anticorpo DAS2. A: Nota-se a auséncia de
marcacéo de corpo celular, marcagdo punctata na camada | e na neurdpila das demais laminas corticais (66X). B:
Observam-se fibras drebrinaA-imunorreativas nas camadas Il e 111, que ndo s&o visualizadas na camada | (66X);
a cabeca de seta indica uma fibra que é mostrada com maior aumento no detalhe a direita, em C (198X).
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Ha expressdo de drebrina-imunorreativa-simile no citoplasma e nucleo, inclusive na
membrana nuclear, em balloon cells, células indeterminadas e neurénios citomegalicos
displasicos, bem como em outras células presentes na regido displasica dos tecidos DCF I1B.
Esta expresséo foi detectada pela imunorreatividade com os anticorpos M2F6, que reconhece
as isoformas adulta e embrionaria de drebrina, e DAS2, que reconhece apenas a isoforma
adulta.

As marcacdes nuclear e justa-nuclear sdo mais evidentes usando-se o anticorpo M2F6,
embora a presenca e intensidade da marcacdo nuclear observada sejam varidveis.
Aparentemente, maior nimero de balloon cells sdo imunopositivas para 0 M2F6, do que para
0 anticorpo DAS2.

Entretanto, a interpretacdo critica dos resultados requer definicdo e obtencdo de
melhor tecido controle, bem como completar os dados clinicos dos casos utilizados, analise
quantitativa da expressao das isoformas adulta e embrionaria de drebrina e imunomarcacao

com a técnica do duplo anticorpo e microscopia confocal.
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