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RESUMO

Prado, M. B. Proteina prion como um regulador de stemness em células-tronco de
glioblastoma: seu papel na formacéao e funcéo de plataformas multiprotéicas de
sinalizacao. 2023. 112 f. Tese (Doutorado em Biologia de Sistemas) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2023.

O glioblastoma multiforme (GB) € um tumor composto por células da glia, sendo o tipo
de glioma mais comum e maligno, com altas taxas de recorréncia e mortalidade.
Adicionalmente, certos aspectos do GB dificultam a sua remocéao cirirgica completa,
como o fato de crescer em regides do cérebro de dificil acesso e seu padréo de
crescimento difuso, sem bordas definidas. Estudos tém demonstrado que o GB é mantido
por uma subpopulacdo semelhante a células-tronco denominadas células-tronco de
glioblastoma (CTGs). Essas células se autorrenovam, promovem a angiogénese e a
invasdo e também sdo quimio e radiorresistentes. Assim, CTGs tém potencial
significativo como um alvo terapéutico para o tratamento de glioblastomas. Estudos
recentes tém mostrado que a proteina prion celular (PrP¢) surge como um fator chave
na manutencédo do GB e CTGs. A PrP¢ tem um papel importante como uma scaffold
protein sendo capaz de interagir com varias outras proteinas de membrana e matriz
extracelular, formando complexos capazes de regular diferentes funcdes da biologia
tumoral. Nesse estudo geramos células U87 e U251 nocautes (KO) para PrPC através
do método CRISPR-Cas9, que sdo cultivadas em duas condi¢Bes distintas, a de
monocamada (2D), e a de neuroesfera (3D), a qual é enriquecida com marcadores de
CTGs. Nossos estudos indicam que PrP¢ é capaz de regular a expresséao e localizacéo
de CD44, assim como a expressdo de EGFR em células U87. Ademais, ensaios de
citometria de fluxo demostram que outras proteinas de membrana, como NOTCH1,
integrina a 6 e CD133, apresentam reducédo da expressao na superficie celular de células
KO quando comparamos com células WT. Dados de transcriptoma de células KO aqui
descritos reforcam o papel de PrP¢ na modulacéo da biologia do GB, sendo capaz de
modular genes relacionados a proliferacdo, stemness e migracao celular. De fato,
ensaios funcionais corroboram esses dados, demonstrando que a perda de PrP¢ leva a
uma diminuicdo na proliferagdo, autorrenovagéo e migragdo em GB. Sendo assim, 0s
resultados aqui descritos reforcam o papel de PrP¢ como uma proteina-chave na
manutencao do GB e CTGs, e com um potencial terapéutico.

Palavras-chave: Glioblastoma. Proteina prion celular. Células-tronco de glioblastoma.
Migracéo. Invaséo.



ABSTRACT

Prado, M. B. Prion protein as a stemness regulator in glioblastoma stem cells: its
role in the formation and function of multiprotein signaling platforms. 2023. 112 f.
Thesis (Ph D. in Life Systems Biology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Séo Paulo, S&do Paulo, 2023.

Glioblastoma multiforme (GB) is a tumor composed of glial cells, being the most common
and malignant type of glioma, with high rates of recurrence and mortality. Additionally,
certain aspects of GB make its complete surgical removal difficult, such as the fact that it
grows in regions of the brain that are difficult to access and its diffuse growth pattern,
without defined borders. Studies have shown that GB is maintained by a stem cell-like
subpopulation called glioblastoma stem cells (GSCs). These cells self-renew, promote
angiogenesis and invasion, and are also chemo- and radio-resistant. Thus, GSCs have
significant potential as a therapeutic target for the treatment of glioblastomas. Recent
studies have shown that the cellular prion protein (PrP€) emerges as a key factor in the
maintenance of GB and GSCs. PrP¢ plays an important role as a scaffold protein, being
able to interact with several other membrane and extracellular matrix proteins, forming
complexes capable of regulating different functions in tumor biology. In this study, we
generated U87 and U251 PrP¢ knockout (KO) cells using the CRISPR-Cas9 method,
which are cultured in two different conditions, the monolayer, which recapitulates the bulk
of the tumor, and the neurosphere, which is enriched with GSCs markers. Our studies
indicate that PrPC€ is able to regulate CD44 expression and localization, as well as EGFR
expression in U87 cells. Furthermore, flow cytometry assays demonstrate that other
membrane proteins, such as NOTCH1, Integrin a 6 and CD133, show a difference in cell
surface expression when comparing WT and KO cells. Transcriptome data from KO cells
described here reinforce the role of PrP¢ in modulating GB biology, being able to
modulate genes related to cell proliferation, stemness and migration. Indeed, functional
assays corroborate these data, demonstrating that the loss of PrP¢ leads to a decrease
in proliferation, self-renewal and migration in GB. Therefore, the results described here
reinforce the role of PrP¢ as a key protein in the maintenance of GB and GSCs, and with
a therapeutic potential not yet studied.

Keywords: Glioblastoma. Cellular prion Protein. Glioblastoma stem cells. Migration.
Invasion.



1. Introducéo
1.1 Glioblastoma

O Glioblastoma (GB) é um tumor do sistema nervoso central altamente agressivo,
derivado de células da glia (HANIF et al., 2017). Além disso, pode ser dividido entre tumor
primario (~90% dos casos), quando seu aparecimento se da sem nenhuma evidéncia
patologica ou histologica de uma leséo precursora, ou secundario, quando progride a
partir de um astrocitoma de menor grau (OHGAKI; KLEIHUES, 2013). E importante
ressaltar que a doenca apresenta uma série de sintomas debilitantes, como dores de
cabeca, epilepsia, déficit motor, problemas de fala, entre outros (DAVIS, 2016). A média
de sobrevida dos pacientes é de 12 a 15 meses, com menos de 5% excedendo 5 anos
de vida p0s diagndstico (CHEN et al., 2021). Um dos fatores que contribuem para essa
alarmante realidade € a alta taxa de recorréncia do tumor, que ocorre em praticamente
todos os pacientes (BIRZU et al., 2021). O tratamento mais utilizado atualmente, a
temozolomida, foi aprovada para uso nos Estados Unidos em 1999 e, apesar de todos
esses anos, ainda € considerado o padrédo ouro contra essa doencga, o que reforca a
urgéncia no desenvolvimento de novas terapias (MUTTER; STUPP, 2006). Os
transportadores ABC, envolvidos no transporte ativo de drogas pela membrana
plasmatica, também possuem um papel importante na manutencdo da resisténcia a
terapias convencionais que o GB apresenta, sendo positivamente regulados na barreira

hematoenceféalica (LIN et al., 2014).

A agressividade do GB esta associada a caracteristicas como alta
heterogeneidade celular, proliferagdo microvascular, necrose, hemorragia e padréo de
crescimento difuso (AGNIHOTRI et al., 2013). Enquanto que a alta heterogeneidade do
tumor restringe a eficacia dos tratamentos, seu padrdo de crescimento difuso
impossibilita a remogdo completa do tumor. De certo, apesar da recidiva tumoral ser
comum em local préximo ao do sitio inicial, gracas a sua alta capacidade invasiva, nao
€ incomum que o reaparecimento do GB se dé em locais mais distantes no cérebro
(JIANG et al., 2020). Também é importante ressaltar a barreira hematoencefélica e os
desafios de se realizar uma cirurgia em um 0Orgao tdo sensivel como o cérebro como
contribuintes para o pior progndstico da doenca (LOBER-HANDWERKER et al., 2022;



LUO; SHUSTA, 2020). Sendo assim, atualmente ndo existem terapias eficazes contra o
GB.

Dado o perfil altamente heterogéneo do GB, ele também pode ser dividido em
subtipos de acordo com seu perfil molecular. Entretanto, é importante ressaltar que com
0 avanco das técnicas de sequenciamento, a divisdo do GB passou por uma séria de
reconsideracdes. A primeira classificacdo mais amplamente utilizada foi proposta por
Verhaak et al. em 2010 e consiste na divisdo em 4 subtipos de acordo com a expressao
de genes como CD44, SOX2, EGFR e TP53: proneural, neural, classico e mesenquimal
(VERHAAK et al., 2010). Em 2017 Wang et al. revisa 0s subtipos propostos, e sugere
gue o subtipo neural se trataria de células ndo-tumorais presentes no microambiente
tumoral (WANG et al., 2017) (Tabela 1). Interessantemente, o subtipo do GB teria
implicagcbes no tratamento e sobrevida do paciente, uma vez que, enquanto Wang et al.
mostrou que a sobrevida dos pacientes com o subtipo mesenquimal, classico e proneural
eram de 11.5, 14.7, e 17.0 meses, respectivamente, Teo et al. mostrou que o subtipo
proneural respondia melhor ao tratamento por temozolomida do que radioterapia (TEO
et al., 2019). Em 2016 a Organizacdo Mundial de Saude (WHO) dividiu o GB de acordo
com a expresséao do gene IDH (isocitrato desidrogenase), surgindo entéo dois subtipos:
IDH selvagem (wild-type) e IDH mutante (LOUIS et al., 2016). Assim como na outra
classificacdo, esses subtipos reagem de forma diferente aos tratamentos, com o0s
tumores IDH mutantes sendo mais responsivos a temozolomida e possibilitando uma
maior sobrevida do paciente (ZHANG et al., 2020). A complexidade de se dividir o GB
em diferentes grupos ao longo dos anos ajuda a ilustrar a grande heterogeneidade das

células presentes nesse tumor.



VERHAAK et Proneural Neural Classico Mesenquimal
al., 2010
Assinatura PDGFRA, MBP/MAL, EGFR, AKT2, | YKL40, MET,
génica OLIG2, DDL3, NEFL, SMO, GAS1, CD44,
SOX2, NKX2- SLC12A5, GLI2, MERTYK,
2 SYTL1, NOTCHS3, TRADD,
GABRA1 JAG1, LFNG RELB,
TNFRSF1A
Genes TP53, PI3K, PTEN, NF-kB, NF1
mutados IDH1, CHKNZ2,
PDGFRA PDGFRA
WANG et al., Proneural Neural Classico Mesenquimal
2017
Origem celular | Célula tumoral Célula néo- Célula tumoral | Célula tumoral
tumoral

Tabela 1. Classificagdo de subtipos de GB de acordo com Verhaak et al. e Wang et
al. Adaptado de (ZHANG et al., 2020).

1.2 Migragao e invaséao celular em glioblastoma

Como mencionado previamente, o padrdo de crescimento difuso de gliomas de
alto grau representa um importante obstaculo para a remissdo tumoral, além de ser
considerado um hallmark do GB (NORJXE; POULSEN; LASSEN, 2016). Dessa forma,
um maior entendimento sobre os processos envolvidos na modulacdo da migracdo em
GB pode auxiliar no desenvolvimento de novas terapias. O processo de migracédo celular
pode ser dividido em 5 etapas, sendo caracterizadas por: estabelecimento da polaridade
celular; extensdo da borda dianteira, levando a formacdo de lamelipddios; adesao da
borda dianteira a matriz extracelular (MEC); contracdo celular; retracdo da borda
posterior da célula mediante destacamento da MEC, com o auxilio de metaloproteinases
(SEETHARAMAN; ETIENNE-MANNEVILLE, 2020). Sendo assim, a migragéo celular €
um processo que consiste em diversas etapas intrinsecamente relacionadas com a MEC
na qual a célula se encontra e, portanto, a capacidade das células de degradar e interagir
com a MEC é essencial (SO; KIM; HAN, 2021).

Moléculas como acido hialurénico, lamininas, tenascinas e seus parceiros sao
alguns componentes da MEC que ativamente participam do processo de migracao
celular (JARVELAINEN et al., 2009). O acido hialurénico (HA), por exemplo, é mais



expresso no nicho tumoral do GB do que nas células do parénquima adjacente, e esta
correlacionado com um pior prognéstico do paciente (LIM et al., 2017). Além disso,
estudos indicam que o HA tem um efeito dose-dependente na migracédo de GB (LIM et
al., 2017; PIBUEL et al., 2021). O receptor de membrana CD44 é um dos principais
parceiros de HA, tendo um papel importante na invasédo do GB ao longo dos white matter
tracts (corpo caloso), enquanto as integrinas auxiliam na migracdo ao longo de vasos
sanguineos (Figura 1) (MAIR; AMES; LI, 2018; SEKER-POLAT et al., 2022). O papel de
CD44 na adeséo celular em tumores é bem descrito, e diversos estudos demonstram
uma correlacao entre a expressao de CD44 e o potencial de adeséo e invasivo do GB in
vitro (MOONEY et al.,, 2016). Adicionalmente, dados recentes elucidam um novo
mecanismo de adeséo e invasao em GB, onde ha a formacéo de microtentaculos ricos
em CD44, que auxiliam na navegacao das células pela MEC rico em HA do cérebro
(WOLF et al., 2020). Sendo assim, CD44 vem emergindo como um potencial alvo
terapéutico para o retardo da disseminacdo do GB no tecido cerebral, e um maior
entendimento sobre modulacao da expresséao e localizacao de tal proteina no tumor é de

grande valia para o desenvolvimento de novos tratamentos.
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Figura 1. Corte histolégico mostrando os diferentes padroes de migracdo do GB pelo
tecido cerebral. A. Migracdo ao longo dos vasos sanguineos (colora¢ao usando hematoxilina e
eosina). B. Infiltracdo de GB ao longo dos axénios. As células migrando apresentam uma
morfologia mais alongada (coloracdo usando Luxol, hematoxilina e eosina). Imagem por Mair et
al., 2018 (MAIR; AMES; LI, 2018).

1.3 Células-tronco de glioblastoma

Muitos estudos sugerem que tumores seriam mantidos por uma pequena
subpopulacéo de células com caracteristicas similares a células-tronco, que no caso do
GB sédo denominadas células-tronco de glioblastoma (CTGs) (LATHIA et al., 2015).
Dados da literatura indicam que essas células podem se originar do acumulo de
mutagbes em células-tronco neurais, levando a uma transformacdo oncogénica e
formacdo de tumor (Esquema 1) (LOBO et al.,, 2007; SANAI; ALVAREZ-BUYLLA;
BERGER, 2005). Sendo assim, ndo é de se surpreender que modelos murinos e analises
de estudos clinicos apontem para o surgimento do GB na regido da zona subventricular
(ZSV), nicho rico em precursores neurais (GOFFART; KROONEN; ROGISTER, 2013).



Adicionalmente, essas células sdo capazes de dar inicio a um novo tumor quando
injetadas in vivo (GOFFART; KROONEN; ROGISTER, 2013).

Além de expressarem marcadores de células-tronco, como CD133, CD44 e SOX2,
as CTGs também possuem alta capacidade de autorrenovacdo, diferenciagdo em
fendtipos neuronais, e de promover angiogénese e migracao celular, colaborando para
a invasividade, malignidade e sobrevivéncia do GB (FLORIO; BARBIERI, 2012; IGLESIA
et al., 2017). Estudos indicam que as células-tronco tumorais possuem um fenétipo
altamente invasivo quando comparadas com as células do bulk tumoral, provavelmente
devido a um aumento na expressdo de genes envolvidos na mobilidade nuclear
(THOMAS et al., 2016). As CTGs também séo resistentes a terapia convencional, como
quimio e radioterapia, sendo responsaveis pelas altas taxas de recorréncia e mortalidade
do tumor (PRIETO-VILA et al.,, 2017). Em resumo, o conhecimento aprofundado da
biologia de CTGs é de grande importancia para auxiliar a elucidacdo dos mecanismos
gue governam a manutencéo do GB, uma vez que estas células apresentam significativo

potencial como alvo terapéutico.



Required Functional Characteristics

Sustained self-renewal

Tumor initiation

Cancer Stem Cells

Ability to differentiate along
Frequency within a tumor Stem cell marker expression multiple lineages

.

CD133  CD4of A2B5 EGFR
CD15 _ L1ICAM CD44

Esquema 1. Desenhos esquemético com as caracteristicas das CTGs comumente
descritas na literatura. Células-tronco tumorais sao capazes de se autorrenovar, dao origem a
células altamente proliferativas e sdo capazes de dar origem ao tumor quando injetadas in vivo.
Outras caracteristicas comuns séo a baixa frequéncia no tumor, expressdo de marcadores de
células-tronco e a habilidade de se diferenciar em diferentes linhagens celulares. Imagem de
Lathia et al., 2015 (LATHIA et al., 2015).

1.4 Proteina prion celular

Nosso grupo vem descrevendo o papel da proteina prion celular (PrP®) na biologia
de GB e CTGs (IGLESIA et al., 2017; LOPES et al., 2015). PrP€ é uma proteina ancorada
por GPI (glicosilfosfatidilinositol) encontrada na membrana plasmatica e altamente
expressa em células do sistema nervoso (LOPES et al., 2015). Dada a capacidade de
PrPc de interagir com multiplas proteinas diferentes, estudos indicam que PrP¢ é capaz
de agir como uma scaffold protein, formando plataformas multi-proteicas de sinalizacéo

na superficie celular, e assim modular diferentes vias de sinalizagdo (LINDEN, 2017).



Além disso, o mal dobramento da proteina de PrP¢ em PrPSC¢ -proteina prion scrapie,
isoforma infecciosa), leva ao desenvolvimento de encefalopatias espongiformes
transmissiveis, também conhecidas como doencas por prions (TEE; LONGORIA
IBARROLA; GESCHWIND, 2018). Curiosamente, o PrPSC induz o mal dobramento de
PrPC, propagando-se, e entdo levando ao seu acUmulo e dando origem a doencas
neurodegenerativas. Estudos recentes demonstram a importancia de PrP¢ na
autorrenovacao de precursores neurais derivados de cérebro fetal (SANTOS et al., 2011)
e pos-natal (PRODROMIDOU et al., 2014) em camundongos, uma vez que foi verificada
uma menor formacgdo de neuroesferas em células derivadas de camundongos nocaute
(KO) para PrPC. Além disso, foi demonstrado que existe uma correlacéo direta entre os
niveis de expressao de PrPC e a taxa de proliferacdo de precursores neurais na ZSV e
no giro denteado (GD), principais nichos neurogénicos de encéfalo adulto murino
(STEELE et al., 2006).

1.5 Proteina prion celular e marcadores tumorais

Diversos dados apontam uma forte relacdo entre a expressdo de PrPC, a
tumorigénese e a manutencao de diversos tumores (KUBOTA et al., 2010; Ll etal., 2011),
uma vez que PrPC pode estar envolvida na protecdo contra apoptose e drogas anti-
tumorais (LI et al., 2009). Além disso, PrPC é capaz de interagir fisicamente com P-gp
(proteina da familia dos transportadores ABC) em cancer de mama resistente a
tratamento, tendo um papel importante na protecao contra apoptose nesse tipo de tumor
(LI et al., 2009). Tendo em vista o papel de PrP¢ como uma scaffold protein, estudos
recentes demonstram que tal proteina é capaz de formar um complexo com o receptor
de NOTCHL1, receptor envolvido com diferenciacdo celular em células tumorais
pancreaticas, sendo capaz de regular a estabilidade e estimular a ativacdo de Notch,
aumentando a proliferacdo e invasividade celular in vitro (WANG et al., 2016).
Interessantemente, um estudo realizado com células neuroepiteliais murinas demonstra
que a diminuicdo da expressdo de PrPC¢ também diminui a ativacédo da via de Notch e
genes relacionados e, além disso, PrP¢ também é capaz de modular a via de EGFR
através da via de Notch (MARTIN-LANNEREE et al., 2017). Dados do nosso grupo



corroboram dados da literatura que demonstram que CTGs com deplecao parcial de
PrP¢ (KD) apresentam diminuicédo significativa na expressdo de SOX2 e NANOG,
marcadores caracteristicos de células-tronco (CORSARO et al., 2016; IGLESIA et al.,
2017). Notavelmente, existe uma maior expressdo de NANOG em CTGs resistentes a
radioterapia (JUN; BRONSON; CHAREST, 2014), e a diminui¢cdo da expresséo de SOX2
em CTGs esté relacionada com a perda da capacidade tumorigénica in vivo e com a
diminuicdo do crescimento celular (GANGEMI et al., 2009). Ademais, dados do nosso
grupo indicam uma possivel interacdo entre PrP¢ e CD133, uma vez que essas
moléculas co-localizam e séo co-expressas ha membrana plasmatica de CTGs (IGLESIA
et al., 2017).

A expressdo de CD133 em CTGs estd relacionada com a resisténcia a
tratamentos como a radioterapia e a temozolomida (SONG et al., 2016), e com a
capacidade de recapitular o tumor inicial in vivo (JOO et al., 2008). Dados evidenciam
gue uma maior expressao de CD133 em GB esta associada com um pior progndstico do
paciente (ZHANG et al., 2016), demonstrando a importancia de um maior entendimento
sobre o mecanismo de regulacdo de CD133 em tais células. Um estudo recente
conseguiu elucidar um dos possiveis papeis de CD133 na regulagéo de IL-18 em GB, o
gue leva a um aumento na expressao de quimiocinas e um maior recrutamento de
neutrofilos in vitro e in vivo (LEE et al., 2017). Notavelmente, a inibicdo da expressao de
Notch gera uma diminuigdo na expressao de CD133 e nestina em CTGs, fazendo com
que tais células percam a capacidade de gerar col6nias in vitro e tumores in vivo (FAN
et al.,, 2010). Interessantemente, dados demonstram que L1CAM, uma molécula de
adesdo celular neuronal, descrita previamente como potencial ligante de PrP¢
(MEHRABIAN et al., 2015) é requerida na manutencéo do crescimento e sobrevivéncia
de células CD133* in vitro e in vivo (BAO et al., 2008). Além disso, estudos demonstram
gue CD133 é capaz de ativar a via de MAPK/Erk em células-tronco tumorais de figado
(DING et al., 2009) e GB (DONG et al., 2010).

A via de MAPK/Erk esta relacionada com diversas fungcdes em células tumorais,
como a proliferacdo em tumor de mama (LI et al.,, 2015) e GB (RAMASWAMY;
NANJAIAH; BORKOTOKEY, 2019), a invasividade em tumores gastricos (CHEN et al.,



2014) e de pulméo (YANG et al., 2015), além da capacidade de promover a angiogénese
em tumores pancreaticos (LIU et al., 2016) e colorretais (DING et al.,, 2016)
Recentemente, nosso grupo demonstrou que a ativacéao da via MAPK/Erk é essencial na
proliferacdo de GB mediada por PrP¢ e seu ligante STI1 (Stress Inducible Protein 1)
(LOPES et al., 2015). Adicionalmente, estudos indicam que PrP¢ poderia ser capaz de
recrutar localmente e ativar o receptor de EGF (EGFR, receptor do fator de crescimento
epidermal), que por sua vez ativaria a via de MAPK/Erk (MONNET et al., 2004). Seu
ligante EGF, além de possuir um papel na ativacdo da via de MAPK/Erk, também esta
envolvido na modulacdo do perfil invasivo de células-tronco tumorais através da
modulacdo da formacao de protrusdes e da capacidade de motilidade nuclear (THOMAS
et al., 2016). A via de Notch também interage com EGFR, regulando a autorrenovacgao
de células-tronco neurais adultas (AGUIRRE; RUBIO; GALLO, 2010). Observamos um
aumento da expressédo de PrPC e, principalmente, de CD133 em cultura de neuroesferas
tratadas com EGF (fator de crescimento epidermal) quando comparadas as células
cultivadas em monocamada, indicando que tal fator possui um papel importante como
mediador do aumento da expresséo de CD133 na superficie celular dependente de PrP¢
(IGLESIA et al., 2017). Ensaios de imunoprecipitacdo realizados em células de tumor
pancreéatico demonstram que CD133 é capaz de interagir fisicamente com EGFR, e que

a inibicao do receptor é capaz de diminuir a atividade de CD133 (WENG et al., 2016).

A proteina CD44, ja comentada anteriormente, € uma glicoproteina envolvida em
interagcbes célula-célula, sendo um conhecido marcador de células-tronco tumorais, e
sua expressdo em GB promove tumorigénese através da interacdo com o microambiente
tumoral (MOONEY et al., 2016). Interessantemente, a inibicdo de CD44 em GB levou a
uma diminui¢cdo do potencial invasivo do tumor in vitro (MERZAK; KOOCHECKPOUR,;
PILKINGTON, 1994). Estudos recentes mostram uma co-expressao e co-localizacao de
PrP¢ e CD44 em tumores de mama resistentes a tratamento (CHENG et al., 2014).
Adicionalmente, o0 mesmo estudo demonstra que a interacdo entre PrP¢ e CD44 teria um
papel importante na regulacéo de proteinas envolvidas com o ciclo celular, como CDK4
e CDK6. Além disso, CD44 é capaz de interagir com acido hialurénico e promover a
migracdo de células-tronco murinas e metastases (MATTHEOLABAKIS et al., 2015),

assim como PrP¢ também ¢é capaz de interagir com &cido hialurénico na matriz



extracelular (PAN et al., 2002). Em tumores de mama, tanto CD44 quanto PrP¢ interagem
com e sao clivadas pela mesma metaloproteinase, a ADAM10 (CHENG et al., 2021).
ADAM10 também possui um papel no enderecamento dessas proteinas para o nucleo,
e sua expressao esta relacionada com um pior prognostico da doenca (CHENG et al.,
2021). De maneira interessante, CD44, assim como PrP¢, interagem com P-gp, um
transportador da familia ABC, contribuindo para o potencial invasivo de células

resistentes a tratamento (LI et al., 2009).

1.6 Proteina prion celular e migracéo celular

O processo de migracao celular € complexo, e requer a sincronizagdo de diversos
complexos multi-proteicos para funcionar corretamente. Sendo assim, ndo é de se
estranhar que uma scaffold protein como PrPC teria um papel importante nesse processo.
Estudos demonstram que a PrPC é capaz de modular o crescimento de neuritos e a
orientagdo dos ax6nios (WULF; SENATORE; AGUZZI, 2017). Além disso, a expressao
de PrP¢ consegue de afetar o tamanho dos cones de crescimento de neuritos,
acumulando-se nas regides de filopédios (KOHTARO MIYAZAWA; EMMERLING;
MANUELIDIS, 2014). Interessantemente, PrP¢ também é capaz de acumular em
microdominio de membrana, ativando a Src-kinase Fyn e a proteina-quinases ativadas
por mitdgenos (MAPK), proteinas essenciais para a formacdo de adesfes focais
(Esquema 2) (PRADO et al., 2020). Ademais, dados do nosso grupo indicam um
importante papel de PrP¢ na invasividade tumoral através da modulagédo de proteinas de
adesdao celular como E-caderina e integrina a6 (IGLESIA et al., 2017). A deplecédo de
PrP¢ também pode interferir na localizagdo de B-catenina, proteina envolvida no
processo de adesao celular (IGLESIA et al., 2017), que por sua vez é capaz de interagir
com o dominio citoplasmatico de CD133, tendo uma importante funcédo no crescimento
de tumores (MAK et al., 2012). Adicionalmente, estudos recentes vém demonstrando a
importancia da integrina a7 como um potencial marcador para CTGs, tendo um papel
fundamental na proliferacéo e invasédo do GB (HAAS et al., 2017). Ademais, PrP¢ seria
capaz de modular a agregacao de integrinas 31 em células progenitoras neuroepiteliais,
permitindo a neuritogénese (LOUBET et al., 2012).



Como comentado anteriormente, além de ser um marcador de células-tronco
tumorais, CD44 também tem um importante papel na adesao e invasdo do GB. Apesar
de ndo terem estudos se aprofundando na correlacdo entre CD44 e PrP¢ em tumores
cerebrais, dados obtidos em diferentes tipos tumorais demonstram uma interacao entre
ambas as proteinas. Em tumores colorretais, populacdes PrP¢*/CD44* possuem um
maior potencial metastatico quando comparados a populacdes PrP¢/CD44* (DU et al.,
2013). Adicionalmente, PrP¢ e CD44 sdo super-expressos em tumores mama multi-
resistentes, e a sua interacdo esta relacionada a uma maior malignidade das células,

assim como a uma menor resposta a quimioterapia (CHENG et al., 2014).
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Esquema 2. Desenho esquematico do papel de PrP® nos processos relacionados a
motilidade celular. PrP® é capaz de ativar Fyn e Src e, consequentemente, RhoA, e assim
promover a polimerizacao de actina e a formacéo de protrusdes de membrana (como filopodios
e lamelipédios). Adicionalmente, PrP¢ se acumula na ponta de filopédios em cones de
crescimento e regides de adesédo célula-célula. Imagem de Prado et al., 2020 (PRADO et al.,

2020).

Diante de todos os dados apresentados, acreditamos que o papel de PrP¢ como
scaffold protein, sendo capaz de recrutar proteinas essenciais para a manutencao do



GB, é de grande importancia para o desenvolvimento de novas terapias-alvo e
abordagens contra esse tipo de tumor tdo agressivo. Sendo assim, é interessante
elucidar como a PrPC é capaz de regular e interagir com proteinas responsaveis por
sustentar o estado indiferenciado de CTGs, assim como seu possivel papel na invaséo

tumoral.

5 Conclusao

O GB € um tumor com alta taxa de mortalidade, que tem como base de sua
agressividade uma subpopulacdo de células com caracteristicas de células-tronco,
assim como um padrdo de crescimento invasivo. Nesse estudo olhamos para a PrP¢
como um potencial alvo terapéutico capaz de agir nessas duas frentes. Nossos achados
mostram que PrPC¢ é capaz de modular a localizacéo e expressédo de CD44, assim como
0s niveis transcricionais de diversos genes envolvidos na via de migragéo celular. Dessa
forma, nossos dados complementam a literatura sobre o papel de PrP¢ na modulagéo
de processos de motilidade celular (Esquema 4), apontando CD44 como a possivel
proteina-chave envolvida nessa regulacdo. Ademais, PrP¢ também é capaz de modular
a expressao de EGFR, e outros genes envolvidos na modulacéo da proliferacéo celular.
De fato, a super-expressdo de EGFR é uma caracteristica de diversos tipos tumorais, e
a existéncia de uma pletora de tratamentos com essa proteina como alvo demonstra o
seu grande potencial terapéutico (LI et al., 2018). Quanto as proteinas responsaveis por
manter o estado indiferenciado das CTGs, PrPC é capaz de modular a expresséo de
SOX2, assim como a expressdo na membrana plasmética de CD133, integrina a6,
SSEA-1 e NOTCH1, e os niveis de transcritos de diversos outros genes. Uma nova
vertente vem estudando o uso de terapias que visam combater especificamente as
células-tronco tumorais (YANG et al., 2020) e, portanto, PrP¢ pode emergir como um

potencial alvo terapéutico.

Esse estudo é pioneiro em mostrar a capacidade de PrP¢ em modular a expressao
e localizacdo de CD44 em GB, tal como € o primeiro a observar o impacto de PrP¢ na
expressdo de SOX2. Além disso, também demonstramos que PrP¢ modula a invaséo

em GB. Adicionalmente, os dados de RNAseq aqui obtidos serdo de grande valia ndo sé



para os futuros projetos do grupo, como também para melhor entender o papel de PrP¢

como possivel alvo terapéutico.

Em vista dos dados aqui apresentados, é evidente que por PrP¢ ser uma scaffold
protein e, portanto, ser capaz de interagir com diversas moléculas, a pletora de vias que
podem ser moduladas por ele é deveras abrangente. Ademais, em vista de estudos que
demonstram que a perda da expressdo de PrP¢ ndo é letal (STEELE; LINDQUIST;
AGUZZI, 2007), seu potencial terapéutico contra o GB e diversos outros tipos de tumores
é inegavel. De fato, os resultados aqui obtidos indicam que PrP¢ tem um grande potencial
no tratamento do GB, uma vez que é capaz de modular tanto o estado indiferenciado das
CTGs, como os processos de migracao e invasao em GB, dois dos grandes responsaveis
pela sua alta mortalidade. Dessa forma, acreditamos ser indispensavel o
desenvolvimento de estudos explorando o potencial terapéutico dessa proteina, uma vez
gue isso pode trazer grandes beneficios para a sobrevida dos pacientes com um tumor
tdo impiedoso. E importante ressaltar que os principais achados desta tese estfo

organizados em forma de manuscrito (Anexo 01) para submisséao.
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Esquema 4. Desenho esquematico mostrando papel da scaffold protein PrP¢ na formacéo
de umaplataformade sinalizacdo reguladora da motilidade celular. PrP¢ é capaz de interagir
com diferentes proteinas envolvidas em vias de migracao, e assim regular crescimento axonal,
migracao transendotelial, transicédo epitélio mesénquima e invasdo/migracdo tumoral. Imagem
de Prado et al., 2020 (PRADO et al., 2020).
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