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RESUMO

A conversdo estrutural e agregacdo da proteina prion (PrP) sdo eventos-chave para o
surgimento de Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (EETs). A hipotese
‘protein-only’ propde que o agente etiologico dessas doencas é uma conformacéao
anormal da PrP, a PrP infecciosa (PrP*), que pode converter a PrP celular (PrP®) na
contraparte desdobrada. Entretanto, evidéncias experimentais sustentam o papel de
cofatores moleculares, além da PrP*, que podem auxiliar no processo de converséo
proteica. Entre estes cofatores, os &cidos nucleicos (NA) foram implicados na ligacao e
conversdo de PrP em espécies semelhantes a PrP*°. Além disso, os aptameros de NA
também foram propostos para abordagens diagndsticas e terapéuticas para TSEs. Para
entender melhor a interacdo de PrP com NAs e fornecer informagdes estruturais sobre o
complexo PrP:NA, foi estudada a interacdo do dominio globular da PrP recombinante
murina (rPrP%?*!) com aptameros de DNA selecionados por SELEX. Foi confirmado
por calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) a interacdo de rPrP, tanto da proteina
inteira quanto no dominio C-terminal, com duas seqiiéncias aptaméricas de DNA de 25
nucleotideos (Al e A2). A estrutura dos aptameros foi caracterizada por predicoes
teoricas, dicroismo circular (CD), RMN e SAXS, revelando que Al adota uma estrutura
em hairpin. A ligagdo ao aptdmero provocou o desenovelamento parcial da rPrP%2%
resultando em agregacdo dinamica, altamente dependente da razdo molar de
proteina:DNA. Com base nesta observagéo, foi investigado a capacidade de rPrP**?% de
se sofrer separacdo de fase liquido-liquido (LLPS) por si s e induzida pelos aptameros.
Foi observado separacdo de fases para rPrP® %! sozinha e na presenca de Al e A2.
Enquanto a proteina livre rPrP® %! se separou em goticulas grandes, os aptameros
aumentaram a quantidade mas reduziram o tamanho dos condensados ricos em proteina.
Surpreendentemente, um aptamero Al modificado que ndo adota uma estrutura em
hairpin induziu a transicdo para um estado ordenado, sugerindo a formacédo de amildide
na superficie de goticulas liquidas. Esta transicdo de estado liquido para solido é uma
caracteristica de outras IDPs envolvidas em doencas neurodegenerativas. Os resultados
descrevem pela primeira vez a interacdo PrP:NA levando a LLPS e a modulacdo desse
efeito dependendo da estrutura de NA e da estequiometria de ligacdo, destacando o

papel dos NAs no enovelamento da PrP e nas TSEs.
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ABSTRACT

Prion protein (PrP) structural conversion and aggregation are key events for the onset of
Transmissible Spongiform Encephalopathies (TSEs). The ‘protein-only’ hypothesis
proposes that the etiological agent of these diseases is an abnormal conformation of PrP,
the scrapie PrP (PrP>) that can convert cellular PrP (PrP®) into the misfolded
counterpart. However, experimental evidences support the role of molecular cofactors,
besides PrP*, that can assist the protein conversion process. Among these cofactors,
nucleic acids (NA) have been implicated in PrP binding and conversion into PrP>-like
species. In addition, NA aptamers were also proposed for diagnostic and therapeutic
approaches for TSEs. To further understand PrP interaction with NAs and to provide
structural information about the PrP:NA complex, the interaction of recombinant
murine PrP (rPrP®%Y) with DNA aptamer selected by SELEX was studied. We
confirmed by isothermal titration calorimetry (ITC) the interaction of rPrP, both full-
length and the C-terminal globular domain, with two identified 25-mer aptameric
sequences (Al and A2). Aptamers structure was characterized by theoretical
predictions, circular dichroism (CD), NMR and SAXS, revealing that Al adopts a

P90-231

hairpin structure. Aptamer binding caused partial unfolding of rPr resulting in

dynamic aggregation, highly dependent on the protein.DNA molar ratio. Based on this

P90-231

observation, we investigated the ability of rPr to undergo liquid-liquid phase

separation (LLPS) by itself and induced by the aptamers. We observed phase separation

for I,.|:>I,.|:>90-231 P90-231

alone and in the presence of Al and A2. While free rPr phase
separated into large droplets, aptamers increased the amount but reduced the size of the
protein-rich condensates. Strikingly, a modified Al aptamer that does not adopt a
hairpin structure induced transition to an ordered state, suggestive of amyloid formation
on the surface of liquid droplets. This liquid-to-solid state transition is a hallmark of
other IDPs involved in neurodegenerative diseases. Our results describe for the first
time PrP:NA interaction leading to LLPS and modulation of this effect depending on
NA structure and binding stoichiometry, shedding light on the role of NAs in PrP

misfolding and TSEs.
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1. Introducéo

No inicio do século XVIII, as substancias que hoje chamamos de proteinas
despertaram grande interesse dos quimicos devido a associacdo com processos
celulares. O francés Antoine Fourcroy descreveu pela primeira vez trés proteinas de
origem animal; albumina, fibrina e gelatina. Quase um século depois, 0 quimico
holandés Gerhardus Johannes Mulder e o sueco Jakob Berzelius caracterizaram
bioquimicamente as proteinas, as quais chamaram inicialmente de ‘grundstoff’ e,
posteriormente, de ‘proteina’, do grego a palavra ‘prota’ significa ‘importancia
primaria’ (HARTLEY, 1951; KYLE; STEENSMA, 2018; TANFORD; REYNOLDS,
2001). As teorias iniciais sobre as estruturas das proteinas, seu enovelamento e suas
fungdes foram amplamente estudadas e predizer o enovelamento proteico continua
sendo um desafio nos dias de hoje. N&o seria surpreendente entdo pesquisar sobre uma
proteina que desafie paradigmas biologicos e bioquimicos, como a proteina prion (PrP)
que revela uma historia fascinante e controversa que desafia o dogma da biologia

molecular.

Essa historia tambéem comeca no século XVIII com o surgimento de uma
estranha doenga em ovelhas, causando um comportamento anormal nos animais
afetados, como movimentos alterados, lambidas excessivas e coceira intensa, fazendo
com que as ovelhas se raspassem nas cercas. Essa patologia foi chamada scrapie e, mais
tarde, seria designada como o primeiro membro de uma nova classe de distdrbios
neurolégicos conhecidos como encefalopatias espongiformes transmissiveis
(TSES)(STOCKMAN; LONDON, 1913). Alguns cientistas, incluindo T. Alper, I.H.
Pattison e J.S Griffith especularam que o agente causador do scrapie poderia ser de
origem proteica. Em 1966, Alper usou radiacdo para inativar o agente scrapie e
descobriu que ele ndo foi facilmente inativado com alta quantidade de radiacdo UV e,
portanto, poderia ser replicado sem acidos nucleicos (ALPER et al., 1967). Pattison
também adicionou evidéncias sobre a origem proteica do agente scrapie com base na
tentativa de isolamento a partir de tecidos fixados em formalina (PATTISON; JONES,
1967). Mas J.S. Griffith foi o primeiro cientista a especular que o agente de scrapie era,
de fato, proteico. Ele apresentou propostas para tentar explicar o mecanismo pelo qual
uma proteina poderia ser infecciosa e como esta infeccdo poderia ser controlada

geneticamente. Em seu artigo, Griffith discutiu que a ocorréncia de um agente proteico



ndo seria necessariamente estranha, embora fosse muito mais interessante (GRIFFITH
1967).

Vaérios pesquisadores seguiram os passos de Griffith sugerindo que o agente de
scrapie era um agente proteico (CHO, 1980; HUNTER et al., 1969; MERZ et al., 1981;
PRUSINER, 1998). Carleton Gajdusek, médico e pesquisador, estudou o Kuru, doencga
incuravel que afetou a tribo Fore em Nova Guiné. A doenca apresenta longos periodos
de incubacdo e répida progressdo apds 0s primeiros sintomas, além disso, ndo provoca
resposta imune e ndo pode ser destruida pelo calor ou radiacdo. Gajdusek chamou o
agente de virus lento e mostrou que o Kuru estava relacionado com a doenca de
Creutzfeuldt-Jakob em humanos e scrapie em ovelhas. Em 1976, ele foi agraciado com
0 Prémio Nobel pelas suas descobertas. No entanto, foi Stanley Prusiner que estudou
profundamente o agente infeccioso depois que um dos seus pacientes morreu de doenca
de Creutzfeuldt-Jakob. Prusiner criou o termo ‘prion’, anagrama de pro in
(proteinaceous infectious particle), expressdo que designa o carater proteico e
infeccioso. Mais tarde, em 1997, ele ganharia o Prémio Nobel por essa descoberta.
Prusiner e colaboradores isolaram uma proteina amiloide infecciosa de animais doentes
e inativaram-na com sucesso, reforcando a hipdtese do agente scrapie ser proteico
(BOLTON, MCKINLEY E PRUSINER 1982).

1.1 Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis

As encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSES) ou doencas pridnicas sao
um grupo de desordens neurodegenerativas raras e invariavelmente fatais causadas pelo
enovelamento incorreto da proteina prion, que afetam varias espécies, incluindo a
humana (Tabela 1). As doencas pridnicas sdo caracterizadas por trés patologias tipicas
(Figura 3): formacdo de vacuolos nos neurbnios que dao ao tecido uma aparéncia
esponjosa (alteracdo espongiforme), proliferacdo e hipertrofia das células gliais
astrociticas (gliose astrocitaria) e acimulo de depdsitos extracelulares da proteina prion
mal enovelada. QOutra caracteristica importante dessas doencas € a inexisténcia de
qualquer tipo de resposta inflamatoria, uma resposta tipica de doencas infecciosas
(ERANA; VENEGAS; MORENO, 2016; FIELD; PEAT, 1969; MASTERS et al.,
1976). As doencas pridnicas ocorrem em formas esporadicas, familiares e adquiridas.

Doencas pridnicas esporadicas acontecem devido ao enovelamento incorreto espontaneo
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da proteina prion no cérebro. Doencas pribnicas familiares ocorrem quando a base
genética predispde o individuo a desenvolver a doenga, enquanto a forma adquirida
ocorre com a introducdo de material infeccioso de uma fonte externa, como exposicao
médica ou ingestdo de tecido infectado pela doenca (WHITECHURCH et al., 2017).

No inicio dos anos 90, o Reino Unido enfrentou uma grande epidemia da
encefalopatia espongiforme bovina (BSE), que ficou conhecida como o mal da vaca
louca com quase 40 mil casos confirmados. A doenga scrapie em ovelhas e cabras ja era
conhecida ha séculos, mas o efeito devastador da epidemia de BSE com a possivel
contaminacdo da cadeia alimentar humana aumentou a preocupacdo com a saude
plblica (HARRISON; ROBERTS, 1992).

Tabela 1. Doengas pribnicas que afetam seres humanos e animais

Espécie Doenca Causa

Humana Creutzfeldt Jakob Esporadica ou familiar
Sindrome de Gerstmann- Familiar

Straussler-Scheinker

Insonia familiar fatal Familiar

Ins6nia fatal esporadica Esporadica

Kuru Adquirida

CJD variante Adquirida

CJD iatrogénica Adquirida
Ovelhas/cabras Scrapie Adquirida

Scrapie atipica Esporadica
Gado Encefalopatia Adquirida

espongiforme bovina

(BSE)

BSE atipica Esporadica
Veado/alce Doenca debilitante crénica  Adquirida
Vison Encefalopatia Adquirida

espongiforme transmissivel

*(B.C. Whitechurch et al, 2017)
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Figura 3. Caracteristicas histoldgicas e imuno-histoquimicas das EETs. Imagens do coértex
frontal humano coradas com hematoxilina e eosina (HE, primeira coluna), anticorpos contra a
proteina &cida fibrilar glial (GFAP, segunda coluna), anticorpos anti-PrP (PrP, terceira coluna) e
prata (Golgi, quarta coluna). As imagens superiores exibem um tecido nervoso normal e as imagens
inferiores mostram o tecido nervoso de um paciente com CJD. E possivel notar, em cada coluna, o
aspecto esponjoso do tecido, a proliferacéo de astrdcitos reativos, a deposicao de agregados de PrP e
a perda de dendritos e conexdes sindpticas. Imagens adaptadas de AGUZZI et al., 2001; SOTO;
SATANI, 2011.

As TSEs sdo de dificil diagnostico, pois apresentam um longo periodo de
incubacdo que, em grande parte, é assintomatico. No entanto, uma vez atingido o
estagio clinico, a progresséo é tipicamente rapida, levando a morte do paciente de 6 a 14
meses apds o aparecimento dos primeiros indicios. Os principais sintomas incluem a
deméncia, ataxia (disturbios de locomocgdo), mioclonia (contracdo involuntaria
muscular), parestesia (alteraces na sensibilidade), ins6nia e paraplegia (WILL;
IRONSIDE, 2016). Atualmente, ndo ha tratamento disponivel para pacientes afetados e
a deteccdo da doenca pre-clinica permanece probleméatica (MORENO; TELLING,
2017). O exame de ressonancia magnética propde um diagnéstico especifico e nédo
invasivo na vCJD mostrando como principais caracteristicas a alta intensidade do sinal
no talamo posterior (sinal pulvinar, Figura 4B), e os nucleos talamicos dorsomediais
(sinal de ‘hockey stick’, Figura 4C) (COLLIE et al., 2003; WILL; IRONSIDE, 2016).
Independente da origem, todas as TSEs sdo atribuidas ao mesmo agente infeccioso,

relacionado a mudancas conformacionais na proteina prion (COHEN et al., 1994;



COHEN; PRUSINER, 1998; PRUSINER, 1998). Outra técnica que tem sido utilizada
para diagndstico é a conversdo induzida por agitagdo em tempo real (RT-QuIC, do
inglés real time quaking-induced conversion), que permite a deteccdo ultrassensivel de
PrP*® de forma répida e especifica (ATARASHI et al., 2011; SCHMITZ et al., 2016).

Figura 4. Ressonancia magnética por imagem (RMI) cranio-encefélica da doenca de
Creutzfeldt-Jakob variante (vCJD). (A) Imagem de um cérebro normal. (B) Sinal pulvinar de
vCJD. A imagem mostra hiperintensidade e simetria dos ndcleos talamicos pulvinares (indicado
pelas setas) (C) Sinal de ‘hockey-stick’ de vCJD. A imagem mostra hiperintensidade nuclear
simétrica do tipo pulvinar e dorsomedial do talamo (indicado pelas setas). Essa combinacdo da uma
aparéncia semelhante a um taco de hdquei, presente em 93 % dos casos de vCIJD (COLLIE et al.,
2003).

1.2 A proteina prion celular

A proteina prion (PrP), na sua isoforma celular (PrP®), é uma glicoproteina
ancorada a glicosilfosfatidilinositol (GPI), encontrada na face externa da membrana
plasmética, altamente conservada em espécies de mamiferos, sugerindo que PrP®
desempenha um papel funcional vital (SCHA et al., 1995; WOPFNER et al., 1999).
Embora a PrP® seja altamente expressa no SNC, quantidades substanciais foram
encontradas no coracdo, misculos esqueléticos, Gtero, intestino e testiculos. A PrP®
também € expressa no sistema imunoldgico, em células tronco hematopoéticas e em
compartimentos linfoides e mieldides maduros (ISAACS; JACKSON; ALTMANN,
2006; MOREL et al., 2004; TANJI et al., 1995). Proteinas homélogas a PrP séo
expressas em espécies de vertebrados, incluindo anfibios, aves, peixes e répteis
(WOPFNER et al., 1999).



A PrP® humana é codificada pelo gene PRNP, um gene de copia Unica
localizado no cromossomo 20 (em murina é localizado no cromossomo 2) que produz
um precursor de 253 aminoacidos contendo uma sequéncia sinal de translocacdo para o
reticulo endoplasmético. Posteriormente, a proteina ¢ modificada pela clivagem do
peptideo sinal (1-22) e a adicdo de uma ancora de GPI no residuo de serina 231,
resultando na proteina madura de 208 aminodcidos (YUSA; SUGITA-KONISHI;
KIKUCHI, 2012). Na sua forma madura, a PrP® humana é monomérica, possui dois
potenciais sitios de N-glicosilacdo localizados em residuos de asparagina nas posices
181 e 197 (180 e 196 na PrP® de murinos) e pode existir em um dos trés estados de

glicosilacdo, ndo glicosilado, mono- ou diglicosilado (DIGESTIONS et al., 1999).

As estruturas resolvidas por ressonancia magnética nuclear (RMN) da PrP
recombinante sugerem que a regido C-terminal é globular, contendo trés a-hélices (al,
a2 e o) e duas pequenas fitas-p antiparalelas, com as hélices a2 e a3 conectadas por
uma ponte dissulfeto entre os residuos de cisteina nas posicoes 179 e 214 (RIEK et al.,
2002) (Figura 5). A regido N-terminal da PrP (23-121) ndo possui estrutura secundaria
definida, porém contém elementos que séo relevantes para o seu papel fisiologico e
patologico que inclui uma regido de repeticdo octapeptidica, contendo uma sequéncia de
oito aminoéacidos ricos em glicina (PHGGGWGQ - residuos 51-91) que possui alta
afinidade a fons Cu?*. Essa ligacéo é dependente do pH e na presenca de Cu®* a PrP®
torna-se mais estruturada, contribuindo para a sua conformacao. Além disso, 0 dominio
N-terminal possui também uma regido neurotoxica e altamente fibrilogénica, que induz
morte celular tanto in vitro quanto in vivo (KTNMKHMAGAAAAGAVVGGLG -
residuos 106-126) e um dominio hidrofobico
(MAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMS - residuos 112-135) que funciona como um
sitio catalitico de clivagem durante o metabolismo de PrP® e pode também estar
envolvido na sua dimerizacdo (COHEN; PRUSINER, 1998; FORLONI et al., 2019;
LINDEN et al., 2008; RIEK et al., 2002; YUSA; SUGITA-KONISHI; KIKUCHI,
2012).



Figura 5. Estrutura tridimensional da PrP® humana (HuPrP®) ancorada & membrana celular.
O dominio globular (residuos 126—230) possui 3 a-hélices (azul) e 2 fitas-p (vermelho). O dominio
N-terminal (residuos 23-125, linha cinza) é intrinsecamente desordenado. A proteina esta
representada em sua forma diglicosilada (glicosideos em roxo). A extremidade C-terminal esta
ligada a uma ancora de GPI (verde) que, por sua vez, esta inserida na membrana plasmatica. (PDB
1AG2) (TCC Ascari, L. 2018).

1.3 O papel fisiolégico da PrP®

Para compreender o papel fisiolégico de PrP® foram conduzidos experimentos
com camundongos nocaute para 0 gene Prnp. Esses animais se desenvolveram
normalmente e ndo apresentaram alteracfes em relacdo aos camundongos normais
(BUELER et al., 1992). Porém, foram pontuadas pequenas alteracdes de fenotipos,
como alteragdes na funcdo olfativa e desmielizacdo de neurénios (BREMER et al.,
2010), déficit de aprendizado e alteragdes no ritmo circadiano (CRIADO et al., 2005).
Vérios estudos avaliaram como a PrP® afeta a resposta celular & estaurosporina, um
potente inibidor da quinase competitiva a base de trifosfato de adenosina que induz
sinalizacdo apoptética (GIULIANO et al., 2004). Foi relatado que a expressdo de PrP®
protege 0s neurbnios hipocampais primarios da morte celular mediada por
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estaurosporina, possivelmente através da interacdo com a fosfoproteina 1 induzida por
estresse (STI1), uma proteina secretada que supdem interagir com PrP®, levando a
ativacdo da via de sinalizacdo da proteina pré-sobrevivéncia quinase A (PKA)
(OSTAPCHENKO et al., 2013). Além dos efeitos diretos sobre a apoptose, a PrP®
supostamente protege as células do estresse oxidativo. Niveis basais de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e peroxidacdo lipidica foram menores em neuroblastoma
transfectadas com PrPC e linhagens de células epiteliais em comparagdo com controles
ndo transfectados. Além disso, a expressao de PrP® por neurdnios primarios, astrocitos e
linhagens de células tem sido associada a niveis mais baixos de danos apds a exposicdo
a vérias toxinas oxidativas. Um possivel mecanismo é que a PrP® modula as atividades
das enzimas antioxidantes que convertem ROS em produtos menos toxicos
(PATERSON; CURTIS; MACLEOD, 2008; RACHIDI et al., 2003).

Vérias outras fungdes foram ainda propostas como mecanimos de
neuroprotecdo, contribuicdo em respostas imunes, metabolismo energético, cancer e
condicBes de estressse em geral. As funcdes apresentadas para PrP® variam desde o
nivel sisttmico, como o desenvolvimento da memoria, passando pelo celular como a
citoprotecdo, até o nivel subcelular, como a homeostase do cobre (Tabela 2)
(CASTLE; GILL, 2017; LINDEN, 2017; LINDEN et al., 2008). Recentemente, foi
apontada a hipétese de que PrP® possa funcionar como uma plataforma de interacio
dindmica, aproximando diferentes proteinas e moléculas para fomar uma estrutura
macromolecular, promovendo interacdes de varios modulos de sinalizacdo.(LINDEN,
2017). A PrP® é bem conhecida por se ligar a muitas moléculas envolvidas em diversos
processos fisioldgicos, mas a importancia dessas interagdes continua desconhecida e
podem estar envolvidas na patogenese das doengas pridnicas (MACEDO; CORDEIRO,
2017).



Tabela 2. Func¢bes atribuidas a proteina prion a niveis molecular, celular e sistémico.

Nivel Funcdes
Molecular Homeostase de cobre
Fluxo de ifons

Transporte de metabolitos

Homeostase redox

Celular Proliferacéo celular
Transmissao sinaptica
Diferenciacdo celular

Manutencao da mielina

Sistémico Memoria
Sono
Embriogénese

Fisiologia muscular

Adaptada de (LINDEN, 2017).

1.4 Conversao estrutural da PrP

Nas TSEs, PrP® sofre uma conversdo estrutural produzindo a isoforma
patogénica (PrP*).0 desenovelamento de PrP® e sua conversdéo em PrP> ¢
acompanhado por alteragdes nas propriedades bioquimicas da proteina. Enquanto PrP® é
soltvel e rica em a-hélices, PrP* é insoltvel, rica em folhas-p e possui alta tendéncia a
polimerizacdo, formando agregados proteicos na forma de fibrilas e placas amiloides
que se acumulam e sdo depositados no cérebro. Esses agregados comprometem as
funcbes dos orgdos afetados, levando a morte celular e degeneracédo do tecido (KELLY,
1998; SIPE, 1992). Além disso, PrP é completamente digerida pelo tratamento com
proteinase K, enquanto uma regido C-terminal de PrP*® (27-30 kDa) permanece
totalmente resistente a protedlise (HUANG,; PRUSINER; COHEN, 1996).
Recentemente, foi proposto o primeiro modelo com resolucdo atdmica coerente da
conversdo de PrP®-PrP* baseado na arquitetura B-solenoide de quatro degraus (4RBS)

(Figura 4). A estabilidade do modelo foi avaliada por simulacdes de dindmica



molecular, sugerindo que a PrP* ndo contém o-hélices como proposto em trabalhos
prévios (SPAGNOLLI et al., 2018).

Figura 6. Conversdo de PrP® para PrP*. O processo de conversio destaca o progressico
desenovelamento de PrPC no modelo 4RBS, que inicialmente envolve a regido ndo estruturada,
seguido pela perda das a-hélices e a formag&o progressiva de folhas-. Adaptado de SPAGNOLLI et
al., 2018.

Foram sugeridas hipoteses sobre a espécie toxica nas EETs como o ganho e a
perda de funcdo téxica. A PrP*° possui novas propriedades toxicas que ndo estdo
relacionadas com a funcéo fisiolégica de PrP®. Os agregados de PrP*® podem bloquear o
transporte axonal, interferir nas func@es sinapticas ou desencadear vias apoptéticas. Por
outro lado, a PrP® possui uma atividade biolégica que é perdida na conversao ou contato
com PrP* e a perda da funcdo de PrP® causaria, entdo, a neurodegeneracdo. Uma
terceira hipétese possivel para a patogénese do prion envolve uma subversao da funcéo
neuroprotetora normal de PrP®. Neste mecanismo, a interacdo com PrP*° converte PrP®
de um transdutor de sinais neuroprotetores em um transdutor de sinais neurotdxicos
(CAUGHEY et al., 2009; WESTERGARD; CHRISTENSEN; HARRIS, 2007).

O mecanismo exato de conversdo estrutural de PrP® em PrP* ainda ndo é
totalmente entendido, embora saiba-se que a incubacdo de PrP® com grandes
quantidades de PrP°° confere resisténcia a digestao por proteases, sugerindo que a PrP>*
catalisa a conversdo de PrP® em PrP® recém formada. Consequentemente, a forma
scrapie induz a conversdo de PrP® em mais PrP* e , portanto, é responsavel por sua
prépria propagacdo (BIIELER et al., 1993; PAN et al., 1993; SARNATARO; PEPE;
ZURZOLO, 2017). Dois modelos foram propostos: (i) modelo de conversdo assistido

por molde e (ii) modelo de nucleacdo mediada por semente. O primeiro modelo é o mais
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aceito e postula uma interacdo direta entre PrP® e PrP*, que é induzida a se converter
em mais PrP%, O ponto critico da converséo é a formagéo de um dimero entre PrP® e
PrP* ou um intermedidrio enovelado parcialmente desestabilizado de PrP.
Eventualmente, PrP>® atua como um modelo que catalisa 0 re-enovelamento de PrP©
para uma conformacao de PrP*® termodinamicamente mais estavel. Uma barreira de alta
energia pode impedir a conversdo espontanea de PrP® em PrP>® (Figura 75A). O
segundo modelo de “semeadura” estabelece que PrP® e PrP* estejam em equilibrio
termodinamico reversivel. Varias moléculas de PrP® monoméricas (menos estaveis que
PrP®) sdo montadas em sementes altamente ordenadas, mais PrP*° monomérica é
recrutada e o agregado pode fomar uma estrutura amiloide. A etapa limitante desse
mecanismo ndo é a conversdao conformacional em si, mas a etapa de nucleacdo. A
fragmentacdo dos agregados de PrP* aumenta o nimero de nécleos, o que pode recrutar
mais PrP® e assim replicar o agente infeccioso nas TSEs (Figura 7B) (AGUZZI;
LAKKARAJU, 2016; AULIC; BOLOGNESI; LEGNAME, 2013; COHEN;
PRUSINER, 1998).
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Figura 7. Modelos propostos para a conversdo de PrP® em PrP. (A) Modelo de conversdo

assistido por molde e (B) modelo de nucleacdo mediada por semente. Adaptado de Aulic et al 2013.
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1.5 Proteina prion scrapie

Como descrito anteriormente, a PrP> apresenta-se como uma proteina insoldvel,
com alta tendéncia a agregacao e parcialmente resistente a digestdo por proteases. Por
essa razdo, também é chamado de PrP®® (PAN et al., 1993). O nicleo resistente &
protease forma fibrilas amiloide e agregados amorfos (PRUSINER et al., 1983). Devido
a tendéncia de formar agregados, a determinacéo estrutural da PrP> por técnicas de alta
resolucdo ainda permanece como um grande desafio (GROVEMAN et al., 2014).
Diversos modelos de PrP*® ja foram propostos, todos envolvendo um alto contéudo de
folhas-p (HYANT; TIPYZINEP; XOHEN, 1996). Estudos de ressonancia magnética
nuclear (RMN) no estado sdlido e dinamica molecular propuseram um modelo em que
rPrP® produzidas em reacdes de converséo in vitro apresentavam uma conformacao de
folhas-p intermoleculares paralelas (parallel in-register intermolecular p-sheet
(PIRIBS)) (GROVEMAN et al., 2014) nas quais os residuos dos mondmeros estéo
perfeitamente alinhados (Figura 8). Porém estudos mais recentes mostraram que 0
modelo PIRIBS era incompativel com as medidas de altura da fibra observada em
experimentos de difragdo de raios-x e microscopia de crio-eletrénica. Através dessas
técnicas e reconstrugdes tridimensionais, foi proposto que estrutura de PrP*° é baseada
em uma arquitetura de B-solenoide de quatro degraus (4RBS) com uma altura de 19,2 A
(Figura 7). Em contrapartida, no modelo de PIRIBS afirma que as fibrilas de PrP> néo
sdo compostas por dois protofilamentos, mas sim por um unico filamento mais largo
que apresenta dois subdominios separados por uma fenda. Além disso, uma Unica
molécula de PrP contribui apenas com 4,8 A de altura para o surgimento de uma fibrila
amiloide e o empilhamento denso desse modelo ndo poderia acomodar a maior parte das
cadeias laterais de glicosilacdo, 0 que resultaria em excessivos choques estéricos. No
entanto, deve-se ressaltar que a baixa resolucdo dos dados experimentais disponiveis
ainda ndo permite descartar qualquer opcdo (BASKAKOV; KATORCHA, 2016;
WILLE; REQUENA, 2018).
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Figura 8. Estrutura tridimensional representativa de PrP*. Modelo parallel in-register

intermolecular B-sheet de menor energia. Os mondmeros de PrP™® s&o mostrados em cores distintas.
Imagens adaptadas de Groveman et al, 2014.
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Figura 9. Arquitetura B-solenoide de quatro degraus (4RBS) de PrP. (A) Reconstrucdo

tridimensional da fibrilacdo amiléide de PrP*° com dois protofilamentos. O espacamento de 4,8 A

dos B filamentos correndo perperdicularmente ao eixo da fibrila é indicado, assim como a altura de

19,2 A de uma molécula individual de PrP*°. (B) Estrutura de PrP*® modelada como um 4RpBS é

representada no centro da figura. Os residuos sdo exibidos em degrais individuais (1-4). Os sitios de

clivagem de PK idenficados por espectrometria de massas estdo coloridos em vermelho e os locais

de glicosilacdo estdo coloridos em verde.
VAZQUEZ-FERNANDEZ et al., 2016).

Imagens adaptadas de (SPAGNOLLI et al., 2018;
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Devido a grande barreira energética que impede a conversdo espontanea de PrP®
em PrP%, foi sugerido a hipdtese de que cofatores moleculares poderiam iniciar ou
modular o processo de interconversdo estrutural da PrP, diminuindo a barreira de
energia livre (CORDEIRO; SILVA, 2005) (Figura 10). A PrP é capaz de se ligar a
diferentes classes de moléculas, que podem atuar como cofatores, como ions metalicos,
glicosaminoglicanos, lipideos e moléculas polianidnicas, incluindo acidos nucleicos
(NAs). Moléculas com cargas negativas foram propostas como parceiras de PrP durante
a conversdo e ja é bem conhecida a agregacdo de PrP na presenca de &cidos nucleicos.
Além disso, prions infecciosos formam complexos proteina-nucleotideos resistentes a
nucleases e proteases in vitro (ADLER et al., 2003; CAUGHEY, 1994; CORDEIRO et
al., 2001; CORDEIRO; SILVA, 2005; DELEAULT; LUCASSEN; SUPATTAPONE,
2003)

Energia livre de Gibbs

Conformacao

Figura 10. Diagrama de energia livre da conversdo de PrP® em PrP%. A transicdo
conformacional é separada por uma grande barreira energética que esta associada ao
desenovelamento e oligomerizacdo. | e U representam os estagios intermediarios do enovelamento e
a forma desenovelada da PrP, respectivamente. Um cofator, como moléculas de acidos nucleicos
(DNA, RNA), fosfolipideos (PL) ou glicosaminoglicanos (GAG) parece ser crucial para diminuir a
barreira de energia que previne a converso, levando a formacéo de PrP°¢ (SILVA; CORDEIRO,
2016).
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1.6 Interacdo PrP:Acidos nucleicos

A PrP pode interage com diversas sequéncias de DNA e RNA in vitro e in vivo
(CORDEIRO et al., 2001; SILVA; CORDEIRO, 2016), indicando um papel importante
na fisiopatologia da PrP. Muitos estudos avaliaram os efeitos de NAs como cofatores
moleculares para a conversdo de PrP em espécies semelhantes a PrP>*. Por outro lado,
também foi mostrado que os NAs podem prevenir a agregagdo e acumulacdo de PrP em
cultivo de células (DAUDE, 2003; KARPUJ et al., 2007; MACEDO; CORDEIRO,
2017). A participacdo de &cidos nucleicos como cofatores de PrP foi descrito pela
primeira vez em 1991. Weissmann sugeriu a hipotese de que uma molécula como um
acido nucleico, poderia ter um papel crucial na propagacdo de proteinas pridnicas. A
ligagdo de PrP recombinante com NAs foi descrita por Nandi e Leclerc, que atraves de
medidas de fluorescéncia mostraram que o peptideo neurotoxico da PrP humana
(residuos 106-126) era capaz de se ligar a pequenas sequéncias de DNA derivados do
virus papiloma com afinidade de micromolar e essa ligacdo era capaz de induzir
mudancas conformacionais no DNA (NANDI, 1997). Posteriormente, Nandi mostrou
que 0 mesmo peptideo neurotoxico da PrP era capaz de se polimerizar em agregados
amiloides na presenca de DNA e que a PrP inteira recombinante de murina tambem
sofria polimerizacdo quando ligada a DNA (CORDEIRO et al., 2014; MACEDO;
CORDEIRO, 2017; NANDI, 1998; NANDI; LECLERC, 1999).

Em 2001, trabalhos prévios de Silva, Cordeiro e colaboradores forneceram a
primeira evidéncia experimental do duplo papel de NAs na modulacédo e agregacao de
rPrP. A interacdo rPrP com oligonucleotideos de DNA dupla fita alterava sua
conformacdo nativa rica em a-hélices para uma conformagdo rica em folhas-B. Por
outro lado, a incubacdo com esses mesmos oligonucleotideos com o peptideo
hidrofobico da PrP (residuos 109-149) foi capaz de inibir a agregacdo de maneira
dependente da concentra¢do (CORDEIRO et al., 2001). Em 2003, a partir da técnica de
PMCA (Protein Misfolding Cyclic Amplification), foi descrito o papel de moléculas de
RNA em estimular a conversdo de PrP (DELEAULT; LUCASSEN; SUPATTAPONE,
2003). Deleault e colaboradores mostraram que a presenca de RNA era capaz de inibir a
amplificacdo de PrPR* de forma dose-dependente, e que 0 RNA era necessério para a
propagacdo de PrP (DELEAULT; LUCASSEN; SUPATTAPONE, 2003; MACEDO;
CORDEIRO, 2017).
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Em 2012, trabalhos prévios de Cordeiro e colaboradores mostraram que
diferentes sequéncias pequenas de dsDNA podem se ligar & rPrP, induzindo agregagéo
protéica em uma estrutura supramolecular semelhante a fibrilas amiloides. O complexo
PrP:DNA resultante era toxico para linhas celulares de neuroblastoma murino (N2a),
dependendo da sequéncia de DNA, mas ndo causava toxicidade a linhas celulares de rim
humano (HK-2) (MACEDO et al, 2012). Em 2013, Cavaliere e colaboradores
mostraram que 0 DNA com estrutura em G-quadruplex pode se ligar a diferentes formas
de PrP com afinidade de nanomolar e, que a interagdo PrP:DNA levou a perda da
estrutura secundaria tanto da PrP quanto do DNA, levando a mudangas conformacionais
reciprocas apds o DNA se ligar a PrP, sugerindo que a estrutura secundaria do DNA
desempenha um papel central na ligagdo com a PrP (CAVALIERE et al., 2013;
MACEDO et al., 2012).

A PrP pode se ligar a diferentes moléculas de RNA com alta afinidade,
promovendo a formacdo de agregados de PrP, em que a PrP se torna resistente a
digestdo com proteinase K (PK) e os RNAs ligados ao complexo sdo resistentes ao
ataque de ribonuclease (RNase) (ADLER et al.,, 2003; DELEAULT; LUCASSEN;
SUPATTAPONE, 2003; GOMES et al.,, 2008). Essa interacdo é desfeita com a
construcdo de PrP inteira (residuos 23-231) sugerindo que a regido N-terminal flexivel é
importante para estabelecer a interacdo com 0 RNA (GOMES et al., 2008; LIMA et al.,
2006; MACEDO; CORDEIRO, 2017). Em 2003, foi descrito o papel das moléculas de
RNA em estimular a conversdo de PrP in vitro usando a técnica de PMCA. A presenca
de RNA foi capaz de inibir a amplificacdo de PrP™® de maneira dose-dependente,
mostrando que 0 RNA era necessario para a propagacdo de PrP. Além disso, somente a
adicdo de RNAs especificos, isolados de cérebros de mamiferos, foi capaz de reiniciar o
processo de conversdo (DELEAULT; LUCASSEN; SUPATTAPONE, 2003).
Trabalhos prévios de Silva, Cordeiro e colaboradores mostraram que a extracdo de RNA
de diferentes fontes (células de mamiferos, fungos ou bactérias) pode estimular a
conversao e agregacao de rPrP murina, e que os agregados formados apds a incubacao
desses RNAs com células de neuroblastoma murina (N2a) se mostraram toxicas para
essas células (GOMES et al., 2008).

Trés regides ao longo da PrP integra (PrP**?#') apresentam capacidade de
ligagdo a NAs: o dominio N-terminal possui dois conjuntos de lisinas (residuos 23-27 e

101-110) que interagem com DNA e RNA, enquanto o dominio globular C-terminal
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(residuos ~ 121-231) esta envolvido apenas na ligacdo ao DNA (CAVALIERE et al.,
2013; GOMES et al., 2008; LIMA et al., 2006; YIN et al., 2008). Assim, com base na
literatura atual, ainda é discutivel se a especificidade de ligacdo de PrP:NA e o resultado
biol6gico desta interacdo sdo dados pela sequéncia, estrutura e/ou tamanho do
DNA/RNA. Além disso, a estequiometria de ligacdo parece ser crucial para a
oligomerizacdo de PrP induzida por NAs (CORDEIRO et al., 2001, 2019), pois baixas
relagdes de proteina:NAs aumentam a agregacdo. Todos esses resultados reforcam a
proposta do nosso grupo de que NAs podem participar do desenovelamento de PrP,
alterando o equilibrio entre PrP® e PrP* reduzindo a mobilidade das proteinas e
favorecendo as interagbes proteina-proteina  (CORDEIRO et al., 2001, 2019;
CORDEIRO; SILVA, 2005; MACEDO; CORDEIRO, 2017).

A interacdo PrP:NAs pode parecer inusitada visto que a PrP® se encontra
ancorada a superficie da membrana plasmatica das celulas, porém outras topologias de
PrP ja foram identificadas no niucleo de células neuronais e enddcrinas onde seriam
capazes de interagir com elementos da cromatina (STROM et al., 2011). Além disso, foi
mostrado também a translocacdo e deposicdo de PrP na sua forma mal enovelada no
ntcleo de células infectadas por prions (MANGE et al., 2004) e a translocacdo de PrP®
para 0 nucleo em resposta a danos no DNA induzidos por estresse oxidativo e ativa
diretamente a via de reparo de excisdo de base, interagindo com AP endonuclease e
aumentando sua atividade (BRAVARD et al., 2015). Essas localiza¢Ges atipicas de PrP
podem facilitar o seu encontro com parceiros moleculares que podem estar envolvidos
na sua patogénese.

Outros estudos tém explorado a capacidade de ligacdo a NA de PrP para
selecionar e caracterizar sequéncias de NA capazes de se ligar a PrP® ou a forma
scrapie com alta afinidade e especificidade (MACEDO; CORDEIRO, 2017; SAYER et
al., 2004, TAKEMURA et al.,, 2006; WEISS et al.,, 1997), sendo valiosas para
abordagens terapéuticas ou diagndsticas. Essas sequéncias, denominadas aptameros,
foram identificadas principalmente por SELEX (Evolucdo Sistematica de Ligantes por
Enriquecimento Exponencial). Alguns dos aptdmeros de NA identificados reduziram
significativamente a formag&o de PrP>° em ensaios celulares; aptameros que se ligam
fortemente e estabilizam a PrP® tendem a bloquear a conversio e, assim, poderiam
prevenir doencas priénicas (MACEDO; CORDEIRO, 2017; TUERK; GOLD, 1990;
WEISS et al., 1997; ZHOU et al., 2017). Quase todos 0s aptameros selecionados através
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de SELEX exibem alta especificidade e afinidade aos alvos com uma constante de
dissociacdo (Kg) na faixa de micromolar a picomolar, estabelecida por diferentes forgas
intermoleculares. (DARMOSTUK et al., 2015; LAURIDSEN et al., 2018; NIMJEE et
al., 2018).

1.7 Selecéo de aptameros por SELEX

A técnica de SELEX consiste na incubacdo de uma biblioteca randémica
sintética de DNA ou RNA simples fita contendo ~10" sequéncias diferentes com o alvo
molecular e, consequente, separacdo dos ligantes de alta afinidade. Para selecdo dos
aptameros, os NAs ligados aos alvos imobilizados s&o eluidos e amplificados por PCR e
0s moldes de DNA resultantes sdo transcritos. Este novo conjunto de NAs é enriquecido
para a proteina alvo e o processo € repetido ~10 vezes até que um conjunto de NAs que
se ligam com alta afinidade a molécula alvo seja isolado. O conjunto de NAs é entéo
sequenciado e caracterizado para identificar os aptameros que exibem maior afinidade
(NAKAMURA, 2018; TUERK; GOLD, 1990) (Figura 9).
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Figura 11. Representagado esquematica do processo de SELEX. Um ciclo de SELEX consiste nos
seguintes passos: (i) ligacdo apds a incubacdo de uma biblioteca randémica de DNA ou RNA
sintéticos (contendo ~ 10 sequéncias diferentes) com o alvo molecular (PrP); (ii) remocdo das
espécies de NA ndo ligadas; (iii) eluicdo das sequéncias de NA de maior afinidade; (iv) amplificagcdo
das sequéncias NA eluidas; (v) volta ao passo (i) para garantir mais afinidades e especificada contra
0 alvo molecular. Os NAs selecionados sdo clonados, sequenciados e validados (MACEDO;
CORDEIRO, 2017).

Os aptameros de DNA e RNA sdo funcionalmente semelhantes, mas cada um
com propriedades e aplicacdes especificas. Os aptameros de DNA sdo mais estaveis e
apresentam menores custos de producdo, enquanto os aptdmeros de RNA possuem
conformac6es tridimensionais mais diversificadas e interacdes RNA-RNA intra-cadeia
mais fortes, o que provavelmente aumenta a afinidade e especificidade de ligacdo
(LAURIDSEN et al., 2018; NIMJEE et al., 2018; ZHOU et al., 2017).

As moléculas de NA podem desempenhar um papel duplo na biologia da
proteina prion, seja promovendo ou impedindo a conversdo e agregacdo de PrP.
Compreender essa intrigante parceria pode ser fundamental para explicar como surgem
as TSEs e para desenvolver metodologias diagndsticas e terapéuticas eficazes. Em

termos do aspecto patologico, a ligacdo de NAs a PrP poderia levar a mudancas
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conformacionais, tanto na estrutura de PrP quanto na do NA, promovendo modos de
polimerizagdo distintos. Possivelmente, a neutralizacdo de cargas positivas do dominio
N-terminal da PrP ap0s a ligacdo ao NA favorece a associagdo entre moléculas de PrP, o
que poderia explicar a imediata agregacdo de PrP induzida por NA (MASHIMA et al.,
2013; SAYER et al., 2004; WEISS et al., 1997).

Atualmente, ndo existe terapia ou vacina efetiva para TSEs devido a longos
periodos de incubacdo que variam de meses a décadas, sem mostrar nenhum sinal da
doenca. Além disso, todos os compostos terapéuticos identificados até o momento
falharam na fase clinica. Consequentemente, numerosos estudos tém sido direcionados
para 0 desenvolvimento de terapias para prevenir a conversio de PrP® em PrP>. Até o
momento, Vvarios compostos como acridina, quinacrina e compostos estruturalmente
relacionados (BARRET et al., 2003; KORTH et al., 2001), estatinas (KEMPSTER,;
BATE; WILLIAMS, 2007), pirazolonas (KIMATA et al, 2007), glioxilamidas
(THOMPSON et al., 2009) e piridil hidrazonas (KAWASAKI et al., 2007), mostrou
reduzir o acumulo de PrP* em modelo de cultura de células. Posteriormente, o
composto de pirazolona mostrou ser até 130 vezes mais eficaz em comparacdo com a
quinacrina na inibicdo do acimulo de PrP** (B CAUGHEY et al., 2006). Além disso,
moléculas polianidnicas ou policatibnicas ja foram descritas por exibir atividade anti-
prion nas células (PAGADALA; SYED; BHAT, 2017; YUDOVIN-FARBER et al.,
2005). As informacdes apresentadas fornecem uma base sélida e promissora para a
criacdo de novas moléculas de NA com estruturas distintas e elevado potencial
terapéutico. Uma molécula capaz de se ligar e estabilizar o estado nativo de uma
proteina amiloidogénica seria, em principio, capaz de controlar o acimulo de proteinas
e a progressdo de muitos distdrbios neurodegenerativos, incluindo as doencas de
Alzheimer e Parkinson (CAMERO; BENITEZ; JIMENEZ, 2013; MACEDO;
CORDEIRO, 2017; NIMJEE et al., 2018).

1.8 Separacao de fases liquido-liquido (LLPS)

Em 1899, o biélogo Edmund Wilson esmagou ovos de estrelas do mar sob um
microscopio e observou o que acontecia quando o material celular se derramou entre
duas laminulas de vidro. Ele notou que a ‘gosma’ celular continha glébulos esféricos

que se fundiam em glébulos maiores, comportamento caracteristico de goticulas
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liquidas suspensas em outro liquido quimicamente distinto. Também foi observado que
apenas goticulas do mesmo tipo fundiam-se em contato umas com as outras. Essas
observacdes levaram Wilson a concluir que “o protoplasma vivo” contém numerosas
goticulas que variam em sua natureza quimica (WILSON, 1899). Apesar de ter sido
negligenciado na época, na Ultima década os pesquiadores descobriram, que o que
Wilson observou foram organelas livres de membrana (MLOs) se formando por um
processo de separacdo de fases liquido-liquido (LLPS) (LI et al., 2012; MITREA;
KRIWACKI, 2016; UVERSKY, 2017).

Recentemente, foi demonstrado que determinadas proteinas relacionadas a
disturbios neurodegenerativos sdo constituintes de MLOs (BOEYNAEMS et al., 2018;
RAMASWANI; TAYLOR; PARKER, 2013). As MLOs sdo complexos
supramoleculares sem membranas que permitem que se concentrem moléculas de forma
dindmica e local e, assim, regule as reacfes que ocorrem dentro das células. As MLOs
estdo presentes no nucleo e no citoplasma, incluindo corpdsculos P, granulos de
estresse, nucléolo, e corpos de Cajal (

Figura 12) (SHORTER, 2019).
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Figura 12. Organelas livres de membranas formadas por LLPS. Exemplos de MLOs presentes
no ndcleo e no citoplasma formadas através da separacdo de fases liquido-liquido. (GOMES;
SHORTER, 2019).
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1.8.1 Consequéncias bioldgicas da separacdo de fases

As principais propriedades bioldgicas de compartimentos separados de fase s&o:
(i) organizacdo espaco-termporal celular; que permite as células compartimentarem,
permitindo tanto o rearranjo interno quanto a difusdo de biomoléculas dentro e fora do
condensado (BOEYNAEMS et al., 2018); (ii) reacOes de tuning; as MLOs sintonizam e
aceleram as reacGes bioguimicas in vivo de maneira semelhante a rea¢Ges quimicas
sintéticas in vitro O microambiente especifico dentro da fase liquida pode auxiliar o
ajuste das taxas de reacdo e atividades bioquimicas dentro das MLOs. A separacdo de
fases também pode aumentar a concentracdo de certas moléculas dentro dos
condensados liquidos em até duas ordens de grandeza em relacdo a solugéo circundante
(LI et al., 2012). (STROBERG; SCHNELL, 2018); (iii) citoprotecdo e resposta ao
estresse; o fenbmeno de LLPS pode ser ajustado de acordo com o ambiente e em
resposta ao estresse (BOEYNAEMS et al.,, 2018). O enovelamento de proteinas é
dificultado dentro do ambiente intracelular altamente empacotado. Esta dificuldade é
acentuada por estresses celulares que podem desencadear o enovelamento incorreto da
proteina (CHUANG et al., 2018). A formacdo de estruturas reversiveis separadas de
fase permite que as células armazenem temporariamente suas proteinas de maneira a
permitir sua rapida recuperacdo apds a dissipacdo do estresse. Em levedura, a proteina
pridnica Sup35 atua como um sensor de pH e forma condensados liquidos que evoluem
para fase gel em resposta a queda do pH citoplasmatico induzida por estresse. Sob
estresse, a formacdo dos geis de Sup35 é citoprotetora e permite que a levedura se
recupere do estresse (FRANZMANN et al., 2018).

1.8.2 Linguagem molecular da separacéo de fases

Uma caracteristica das proteinas que separam de fase é a multivaléncia. Li e
colaboradores demonstraram este principio criando proteinas modelo compostas de
repeticdes em série de um ligante ou em seu parceiro de ligacdo. A combinacdo de
repeticbes de um dominio SH3 e seu parceiro de ligagdo a um motivo rico em prolina
(PRM) promoveu a separacao de fases da proteina em goticulas liquidas. O aumento da
forca de interacdo entre as proteinas a partir do aumento do nimero de repetices dos

dois dominios levou a gelificagdo das goticulas liquidas (LI et al., 2012). Nesse sistema,
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as interagOes proteina-proteina multivalentes especificas determinam a separacdo de
fases. A multivaléncia pode surgir de interacBes proteina-proteina entre dominios
ordenados. No entanto, os dominios intrinsecamente desordenados representam outra
maneira de se alcancar a multivaléncia e muitas vezes contém multiplos motivos
lineares curtos (SLiMs) que medeiam as interacdes proteina-proteina (LI et al., 2012).
Os dominios prion-like (PrLDs) representam um subconjunto de dominios de baixa
complexidade. Estes dominios sdo enriquecidos em aminoécidos polares, ndo
carregados, tais como asparagina (Asn), glutamina (GlIn), tirosina (Tyr) e serina (Ser),
bem como glicina (Gly) (ALBERTI et al., 2009; KING; GITLER; SHORTER, 2012;
MARCH; KING; SHORTER, 2016).

Evidéncias experimentais mostram que os PrLDs podem interagir com outro tipo
de dominio intrinsecamente desordenado, denominado RGG, a fim de conduzir a
separacdo de fases (SUN et al., 2011; YOSHIZAWA et al., 2018). Os dominios RGG
sdo enriquecidos em residuos de arginina e glicina (THANDAPANI et al., 2013). Estes
dominios conhecidamente interagem com RNA e sdo frequentemente encontrados em
proteinas ligantes de RNA (RBP — RNA-binding proteins) contendo PrLDs. Para a
proteina FUS e outras RBPs relacionadas, a LLPS é promovida através de interacfes
multivalentes entre as tirosinas do dominio PrLD e as argininas presentes no dominio
RGG (HARRISON; SHORTER, 2017; WANG et al., 2018b; YOSHIZAWA et al.,
2018). Esses contatos sdo, por sua vez, modulados por residuos carregados
negativamente. Glicinas conferem liquidez ao condensado proteico, enguanto
glutaminas e serinas provocam a gelificacdo (WANG et al., 2018b). As RBPs
representam uma classe especial de proteinas que possuem comportamentos de fase
biologicamente relevantes. Muitas dessas proteinas purificadas sofrem LLPS sozinhas
in vitro (MOLLIEX et al.,, 2015) e suas regifes intrinsecamente desordenadas sao
suficientes para a formacdo de goticulas (CONICELLA et al.,, 2016; RYAN et al.,
2018). No entanto, a separacdo de fases mediada apenas pela regido intrinsecamente
desordenada pode ndo apresentar os niveis adicionais de regulacdo que surgem da
presenca de dominios multivalentes, como RRMs, dominios RGG e dominios de
oligomerizacdo que aumentam a valéncia proteica (GUO et al., 2018; WANG et al.,
2018b).

Concentrar moléculas em um espago limitado pode ter um custo energético e

inimeras interacBes fracas trabalham juntas para diminuir a entropia da separagdo de
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fases. As interagfes moleculares mais importantes para a separacdo de fases incluem (i)
interacbes de empilhamento =n-t; residuos aromaticos de tirosina (Tyr), triptofano (Trp)
e fenilalanina (Phe), bem como cadeias laterais de residuos de arginina (Arg), glutamina
(GIn), asparagina (Asn), acido aspartico (Asp) e acido glutdmico (GIn) contém elétrons
deslocalizados que podem interagir entre si. (ii) interacBes cation-m; ocorrem entre
aminoéacidos com carga positiva (lisina e arginina) e grupos aromaticos ricos em
elétrons. (iii) interacbes carga-carga; polimeros com cargas opostas quando juntos
podem coacervar em condesados liquidos através da neutralizagdo das cargas, porém as
interaces ndo ocorrem apenas pela presenca de residuos carregados, mas sim o arranjo
de cargas em trechos importantes para a separacdo de fases. (iv) contatos (-cruzados
transientes; varias proteinas que sofrem LLPS contém dominios prion-like (PrLD). Na
proteina FUS, um segmento do PrLD forma fibrilas, nas quais trechos de aminoacidos
se agrupam em folhas-f cruzadas intermoleculares, tipicamente encontradas em fibras
amiloides (CHUANG et al., 2018; MURRAY et al., 2017). No entanto, recentes estudos
cristalograficos de fibrilas formadas por segmentos curtos de PrLD que sofrem LLPS
descobriram uma diferenca estrutural em comparacdo com as fibrilas amiloides
classicas (HUGHES et al., 2018). Foi visto que essas fibrilas possuem folhas-f cruzadas
torcidas, chamados LARKS (low-complexity aromatic—rich kinked segments) dobrados
em camadas cruzadas. Essas folhas-f torcidas sdo termodinamicamente menos estaveis
do que as folhas-p de fibrilas amiloides, e proteinas contendo PrLDs enriquecidas por
LARKS séo encontradas em MLOs que sdo formadas por LLPS (HUGHES et al., 2018)
(Figura 11).
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Figura 13. Interagdes que dirigem a LLPS. As interacdes importantes para a LLPS incluem -,

cation-r, eletrostaticos e contatos 3-cruzados transientes. (GOMES; SHORTER, 2019).

1.8.3 Separacao de fases e doencas neurodegenerativas

As recentes descobertas acerca da LLPS apontam para um novo caminho para
estratégias terapéuticas relacionadas a doencas neurodegenerativas. Ja foram relatados
varios casos de fibras amiloides reversiveis e/ou funcionais (KATO et al., 2012; OMER
et al.,, 2018). Dentre as proteinas que estdo fortemente relacionadas a essas doencas
destacam-se Fused in Sarcoma (FUS), Transactive DNA-binding protein 43 (TDP-43),
TATA-Box Binding Protein Associated Factor 15 (TAF15), Ewing Sarcoma Breakpoint
Region 1 (EWSRL1), Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 e A2 (hnRNPAL,
hnRNPA2) e Nucleolysin TIA-1 (TIA-1) todas elas envolvidas em separacdo de fases
que podem sofrer uma transicdo aberrante do estado liquido para agregados solidos
(KING; GITLER; SHORTER, 2012; LI et al., 2012; MAHARANA et al., 2018). A
proteina TDP-43 contém um dominio N-terminal que forma oligbmeros. Recentemente,
Wang et al. estabeleceram que a polimeriza¢do do dominio N-terminal promove a LLPS

de TDP-43 in vitro e que um tnico mutante fosfomimético no dominio N-terminal pode
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reduzir a propenséo de TDP-43 a separar de fase (AFROZ et al., 2017; WANG et al.,
2018a). Maharana e colaboradores mostraram que o0 nucleo é um sistema tamponado no
qual altas concentracGes de RNA mantém as RBPs sollveis e que alteragdes nos niveis
de RNA ou na capacidade de ligacdo das RBPs causam transi¢cdes de fases aberrantes.
Eles demonstraram ainda que RBPs contendo dominios prion-like como FUS, TDP43,
hnRNPAL1 e EWSR1sofrem separacdo de fases em concentracGes fisiologicas e que o
processo de separagdo de fases é regulado pela concentracdo de RNA. Com o aumento
na razdo proteina:RNA, os condensados liquidos se tornaram menores até serem
completamente dissolvidos (Figura 12). Altas concentragdes de proteina:RNA
impedem a separagdo de fases, enquanto baixas concentragcbes promovem a separacéo
de fases. Além disso, experimentos de FRAP (Fluorescence recovery after
photobleaching) em células HeLa mostraram que 0 RNA mantém os condensados em
um estado dindmico e impede a formacdo de agregados sélidos responsaveis pelas
doencas neurodegenerativas (MAHARANA et al., 2018; PATEL et al., 2015).

;

0 ng 100ng 200ng 400ng 800ng

Figura 14. Ensaios de separacdo de fases com RBPs na presenca de RNA total. As proteinas
EWSR1, TAF15, hnRNPA1 e TDP43 fusionadas a GFP na presenca de concentragdes crescentes de
RNA total. Imagem extraida de MAHARANA et al., 2018
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Nesse sentido, o papel da LLPS na neurodegeneracdo pode ser descrita em trés
modos de acdo: (a) a propensdo a separacdo de fases, (b) as propriedades do material

que separa de fases e (c) a nucleacdo de fibras (Figura 15).

(¢}

A Limite de fase B Propriedades do material Formacao de fibras

R

Forga de interagao

—

<-- Interagoes

Concentragao

Propensao alterada para
separagaode fases

Viscoelasticidade, reversibilidade

Figura 15. A regulacéo e direcionamento da separacao de fase liquido-liquido. Atualmente, trés
modos de acdo ligam a separacdo de fases a patologia com o potencial de intervencdo. (A) O limite
de fase, uma métrica para a propensdo a separacdo de fases, é definida pela concentracdo de
saturacdo e as forcas de interacdo relativas entre moléculas. (B) As propriedades do material das
fases condensadas incluem viscoelasticidade, reversibilidade de troca e a dindmica e mobilidade de
moléculas dentro e através das goticulas. (C) A formacdo de fibras pode ser nucleada dentro das
goticulas, potencialmente dando origem a condicfes patoldgicas. Esses trés modos de acdo destacam
caminhos distintos de regulacdo e direcionamento terapéutico da separacdo de fases em doencas
(ELBAUM-GARFINKLE, 2019).

Recentemente foi descrito que a PrP® integra pode sofrer separacdo de fases
induzida por oligobmeros B-amiloide (ABo). Na presenca de Apo, PrP® forma um
hidrogel com estequiometria de ~ 1:1, reversivel na presenga de excesso de Apo. Dentro
do hidrogel Apo mostra pouca mobilidade, enquanto PrP® apresenta uma maior
flexibilidade. RMN no estado sélido mostrou que a PrP® em hidrogel apresenta
conformac6es helicoidais em sua regido N-terminal intrinsicamente desordenada. Além
disso, foi observado na autépsia de cérebros com doenca de Alzheimer (AD) que a PrP®
em hidrogel pode aprisionar ABo, e um potente antagonista de PrP® desfaz os
condensados de ABo:PrP® endégenos do cérebro com AD. Dessa forma, as transicdes

de fase de PrP® juntamente com as mudancas conformacionais sdo desencadeadas por
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espécies PB-amiloide das doencas de Alzheimer (KOSTYLEV et al., 2018).
Considerando que a LLPS é uma marca registrada de proteinas ligantes de &cidos
nucleicos, incluindo proteinas envolvidas em doencas neurodegenerativas
(MAHARANA et al., 2018), o presente trabalho tem como objetivo investigar se 0s
aptameros Al e A2 (25 nucleotideos) selecionados por SELEX induzem o dominio
globular da proteina prion murina recombinante (rPrP**%') a sofrer LLPS. Os
aptameros foram caracterizados e estudos de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC)
foram realizados para confirmar a alta afinidade de Al e A2 a rPrP®%3, Além disso, foi
investigada a interacdo rPrP**?*:DNAs por diferentes técnicas biofisicas.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a estrutura de aptdmeros de DNA
selecionados por SELEX, bem como estudar a interacdo destes com o dominio globular
da protefna prion murina recombinante (rPrP®?*!), a fim de melhor compreender o

papel dos NAs na converséo e agregacdo da PrP no contexto da patologia das TSEs.

2.2 Objetivos especificos

1. Purificacdo do dominio rPrp%2%:

2. Determinacdo da afinidade e especificidade de ligacdo de Al e A2 a rPrP®®# ¢
Prp23—231;

3. Caracterizacdo estrutural dos aptameros Al e A2,

4. Investigacdo do papel da estrutura tridimensional dos aptameros de DNA na
interacdo com rPrp% 2

P90—231

5. Caracterizacdo das mudancas estruturais em rPr promovidas pela interacdo

com os aptameros de DNA;

6. Investigacdo da regido minima de Al responséavel pela interacdo com Prp%%:

90-231
P

7. Investigacdo da separacdo de fases liquido-liquido (LLPS) sofrida por rPr e

da modulacédo desses processos pelos aptameros de DNA.
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3. Material e Métodos

3.1 Expresséo do dominio C-terminal da proteina prion recombinanante (rPrP®"
231
)

Células de Escherichia coli BL21 (DE3) foram transformadas com o plasmideo
pET28b-PrP®? que codifica 0 dominio C-terminal da proteina prion murina
recombinante (rPrP%°?%Y). O plasmideo contém ainda uma sequéncia de seis histidinas e
um sitio de clivagem para trombina (MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHM), a fim de
facilitar a purificacdo. A cultura bacteriana foi cultivada em 1L de meio Luria Bertani
(triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L e NaCl 5 g/L) a 37 °C até atingir densidade
Optica a 600 nm de 0,6. A expresséo da proteina recombinante foi induzida por isopropil
[-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) 0,5 mM a 37 °C por 4 horas. A cultura foi recolhida
por centrifugacdo a 10000 X g por 30 min a 4 °C. Para a producdo de amostras
enriquecidas com N, a expressdo foi realizada em meio minimo de cultura M9
(Na;HPO,4.12H,0 17g/L, KH,PO4 3 g/L, NaCl 0,5 g/L, NH4CI 1g/L, MgSO,, glicose
3g/L, CaCl,.2H,0 14,7 g/L, tiamina 1 g/L) contendo *NH,Cl (Cambridge lsotope)
como unica fonte de nitrogénio. As células foram cultivadas a 37°C até que atingissem
densidade 6ptica a 600 nm de 1,0. A inducdo da expressdo de rPrP*?*! foi realizada
com com IPTG 0,5 mM a 30 °C por 18 horas. A expressdo da proteina recombinante foi
avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida 15 % sob condi¢des desnaturantes
(SDS PAGE).

3.2 Purificacdo do dominio rPrp%#!

A cultura de células contendo a proteina expressa foi ressuspendida em tampéo
de lise (Na;HPO4 100 mM, Tris 10 mM, ureia 6M, glutationa reduzida 10 mM (pH 8,0))
e lisadas por sonicacdo durante uma hora (ciclos de sonicacdo durante 1 s com 1 s de
interavalo a poténcia de 50%). O debris celulares foram removidos por centrifugacédo a
10000 X g por 30 min a 4 °C e o sobrenadante foi aplicado em uma coluna de afinidade
a niquel His-Trap (GE Healthcare) acoplada a um sistema de purificagdo de proteinas
FPLC AKTA prime (GE Healthcare). Apos o carregamento da proteina na coluna, foi

90-231
P

realizado o re-enovelamento oxidativo da rPr através do gradiente do tampéo de
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lise com tampdo B contendo Na,HPO, 100 mM, Tris 10 mM (pH 8,0). A proteina de
interesse foi eluida aplicando um novo gradiente com tampéo B e tampédo C (Na;HPO,
100 mM, Tris 10 mM, imidazol 750 mM (pH 5,8)). Em seguida a proteina eluida foi
dialisada contra agua deionizada a 4 °C por 18 h para a remocdo do imidazol e
posteriormente liofilizada e estocada em -20°C. Todas as etapas da purificacdo e o grau
de pureza de rPrP%*?*! foram acompanhados por SDS-PAGE a 15 %. A concentracao de
proteina foi estimada através do coeficiente de extingdo molar em agua (27515 M™ cm’
' a 280 nm obtido calculado a partir da sequéncia primaria da proteina utilizando a

ferramenta de bioinformatica protparam (www.expasy.ch/protparam).

3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢6es desnaturantes (SDS
PAGE)

A técnica de eletroforese em gel de policarilamida sob condi¢Ges desnaturantes
(SDS PAGE) foi realizada conforme descrito por Laemmli (1970) (LAEMMLI, 1970)
utilizando o sistema MiniPROTEAN Tetra (BioRad). Os géis foram formados pela
polimerizacdo de mondmeros de acrilamida na presenca de pequenas quantidades de
N,N'-metilenobis-acrilamida (29:1) catalisada por radicais livres, TEMED e persulfato
de aménio. O gel de separacdo (15 %) foi preparado na presenca de Tris-HCI 380 mM,
SDS 0,1% (p/v) (pH 8,8) e o0 gel de empilhamento (4%) foi preparado na presenca de
Tris-HCI 380 mM, SDS 0,1% (p/v) (pH 6,8). As amostras foram previamente incubadas
com tampéo de amostra (Tris-HCI 40 mM, glicerol 8%, SDS 2%, DTT 50 mM, azul de
bromofenol 0,005% (pH 6,8)) e foram aquecidas a 95 °C por 5 min. Os geéis foram
corridos a 180 V por 1h e 30 min em tampéao de corrida (Tris-HCI 25 mM, Glicina 250
mM, SDS 0,1% (p/v) (pH 8,3)). Apds a separacdo eletroforética, as proteinas foram

visualizadas por coloracdo com Comassie Blue R-250 (Sigma Aldrich).

3.4 Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos de fita simples estudados foram adquiridos da empresa
Integrated DNA Technologies (EUA). Todos os oligonucleotideos (Tabela 3) foram
anelados em tampdo cacodilato de sédio 20 mM (pH 7,0) por aquecimento a 95 °C
durante 5 minutos seguido de resfriamento lento a temperatura ambiente por 16 horas.

A concentracdo dos DNAs foi determinada pela absorbancia a 260 nm usando 0s

31



coeficientes de extingdo molar correspondentes medindo a concentragdo para os estados
enovelados e desenovelados de acordo com o protocolo descrito por (VILLAR-
GUERRA; GRAY; CHAIRES, 2018).

Tabela 3. Sequéncia dos oligonucleotideos estudados

DNA Sequence 5° > 3’
Al 5" -CCGCGTACAATCGAGCTCGGGTGTC-3"

Al mut 5’'-CCGCGTACAATCGAGCTCAGGTGAC-3'

A2 5" -TGGTGGTAACAGACCCTTCCACGGC-3’
Al 1 5" -CCGCGTACAATC-3'
Al 2 5" -CGTACAATCGAG-3'
Al 3 5" -ACAATCGAGCTC-3"
Al 4 5" -ATCGAGCTCGGG-3'
Al 5 5" -GAGCTCGGGTGT-3"

3.5 Desnaturacéao térmica

Experimentos de desnaturacdo térmica foram realizados em um
espectrofotobmetro UV-1800 Shimadzu equipado com um banho termostatizado TE-
2005. Os aptameros de DNA (Al a 1.95 uM; A2 a 2.2 uM; AL mut a 2.6 uM) foram
dissolvidos em 20 mM de tampao cacodilato de sodio (pH 7,0) com ou sem 100 mM
NaCl. As medidas foram realizadas em cubetas de quartzo de 1 cm de caminho dptico
com volume de 700 pL, cobertas com 6leo mineral para evitar evaporacdo. A
temperatura foi aumentada de 20 °C a 85 °C a uma taxa de 0.5 °C/min e os perfis de

absorbancia foram monitorados a 260 nm.

3.6 Calorimetria de Titulacdo Isotérmica

A calorimetria de titulacdo isotérmica baseia-se na medida do calor envolvido no

processo de interacdo entre duas espécies quimicas colocadas em contato de modo
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gradual e continuo em uma cela calorimétrica mantida a uma temperatura definida. A
adicdo de uma espécie quimica contida em uma seringa (titulante) na espécie contida na
cela calorimétrica (titulado) possibilita a medida da energia envolvida na interagcdo
quimica entre as mesmas. A energia medida é global, isto é, inclui a energia da
interacdo entre as espécies quimicas colocadas em contato como também a energia
devido ao fenébmeno da solvatagdo, reorganizagdo molecular e mudancas
conformacionais, a energia de diluicdo das espécies envolvidas no experimento, além da
energia devido a agitacdo mecanica (LADBURY; DOYLE, 2004; SALIM; FEIG,
2009).

Estudos de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) foram realizados a 25 °C
usando um microcalorimetro MicroCal ITC200 (Malvern MicroCal, USA). As solucbes
de proteina e DNA foram preparadas em tampé&o cacodilato de sodio 20 mM (pH 7,0).
Para a titulacdo de Al, A2 e A1_mut, a seringa foi preenchida com 33, 33 e 100 uM,
respectivamente; enquanto a célula foi preenchida com 5 uM de rPrP. A célula de
referéncia foi preenchida com &gua ultrapura. Durante as titulacbes, a solucdo foi
agitada com uma seringa a 750 rpm. Aliquotas de 1,5 uL de Al e A2 foram adicionadas
sequencialmente em intervalos de 200 s. Para A1_mut foi realizada uma injecdo Unica
de 10 pL aplicada a célula em um intervalo de 180 s. Para a titulacdo dos
oligonucleotideos derivados de Al (Al 1, Al 2, Al 3, Al 4 e Al b), a ceélula foi
preenchida com 10 uM de rPrP, enquanto a seringa foi preenchida com 50 uM dos
respectivos DNAs. A quantidade de calor gerada por titulacdo foi determinada pela
integracdo da area sob os picos. O calor absorvido ou liberado em cada injecdo foi
registrado. Os termogramas de diluicio dos DNAs em tampdo foram medidos
separadamente e subtraidos dos dados de titulagdo. Os parametros termodinamicos
foram calculados a partir da 2% a 20? injecdo (a primeira injecdo € descartada para
minimizar erros de artefatos de equilibrio). A andlise dos dados de ITC foi realizada
usando o programa Origin 7.0 empregando o modelo de um sitio de ligacdo para ajuste

de curva.

3.7 Ressonancia Magnética Nuclear

Os experimentos de RMN foram realizados a 25 °C nos espectrometros Bruker

Avance 11l 600, 800 e 900 MHz equipados com sondas de tripla ressonancia TXI de
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deteccdo inversa e amplificadores de quatro canais de gradiente (Bruker Biospin). Os
espectrometros estdo localizados no Centro Nacional de Ressonancia Magnética
Nuclear Jiri Jonas do Instituto de Bioquimica Médica da UFRJ. Para o0s
oligonucleotideos A1, A2 e A1_mut a 100 uM, foram coletados espectros 1D de *H em
tampdo cacodilato de s6dio 20 mM (pH 7,0), D,O 5% (v/v) na presenca e auséncia de
NaCl 100 mM. Para os experimentos de titulagdo por RMN, concentracfes decrescentes
de Al (2 a 20 pM) foram tituladas em 200 uM de N-rPrP**?*! em tampéao fosfato de
potéssio 10 mM, KCI 10 mM, D,0 5% (v/v) (pH 6,5) e espectros 2D ['*H,">N] HSQC
(20 acumulagdes por incremento em t1, 2048 pontos coletados na dimenséo F, e 256
pontos em F;) foram coletados em cada ponto da titulacdo. A aquisicdo e o0
processamento dos espectros de RMN foram realizados com o programa Top Spin 3.1 e
CcpNmr.

3.8 Dicroismo Circular

A técnica de dicroismo circular (CD) é um metodo muito utilizado para a
determinacdo de estruturas secundarias de proteinas e acidos nucleicos e baseia-se na
absorcdo da luz circularmente polarizada a direita (Er) e a esquerda (E.). Quando ER e
EL sdo absorvidos em extensdes diferentes, a luz passa a apresentar uma diferenca de
fase denominada elipticidade (6), que assume valores positivos ou negativos,
dependendo da componente preferencialmente absorvida. Esse efeito ocorre quando
moléculas contém cromoforos quirais (6ticamente ativos) ou quando colocados em um
ambiente assimétrico (KELLY; JESS; PRICE, 2005; SCARLETT; SILIGARDI;
KNEALE, 2015).

Macromoléculas bioldgicas sdo compostas de muitas unidades Gticamente ativas
que provocam alteracdo na polarizacdo da luz incidente. Contudo, as absorcdes devido a
transicdes eletrdnicas associadas a ligacdes peptidicas sdo as mais importantes e o efeito
de elipticidade pode ser observado na regido do UV distante (240-180 nm). (Sreerama et
al. 2001). Em é&cidos nucleicos, as bases purinicas e pirimidinicas sdo as responsaveis
pelas transi¢bes eletrdnicas que comecam em 300 nm e continuam na regido UV.
(FASMAN, 1996; JOHNSON, 1996; WOODY, 1995).
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Desta maneira, o perfil do espectro de CD de proteinas e &cidos nucleicos
depende do tipo e do conteudo de estrutura secundaria preferencial da molécula em um
determinado meio (SAXENA AND WETLAUFER, 1971). A Figura 16 apresenta
espectros caracteristicos de CD das estruturas secundarias de proteinas e DNAs.

CALF THYMUS DNA H{(CG)5(TA)314(CG)3)

fnm} faem} >
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Figura 16. Espectros de CD de proteinas e DNAs. (A) Espectros de CD caracteristicos de
proteinas; (1) a-hélice. (2) fitas-p antiparalelas. (3) estruturas desenoveladas. (4) colageno (tripla
hélice). (5) colageno (desnaturado). (B) Espectros de CD caracteristicos de DNAs na forma B.
(Adaptado de (VORLICKOVA et al., 2012; YAO et al., 2018)

A espectropolarimetria de dicroismo circular (CD) foi usada para investigar as
preferéncias conformacionais de A1, A2 e A1 _mut e de seus complexos com a rPrP**
281 Os espectros de CD foram adquiridos em um espectropolarimetro Chirascan
(Applied Photophysics, Surrey, Reino Unido). Os oligonucleotideos foram anelados em
cacodilato de sodio 20 mM (pH 7,0) e coletados a 50 uM (Al e A2) e 100 uM
(Al_mut) na presenca e auséncia de NaCl 100 mM. Para os estudos de interacdo
proteina:DNA, concentracfes crescentes dos aptdmeros de DNA (2, 5 e 10 uM) foram
tituladas em 10 pM de rPrP%?% em cacodilato de sodio 20 mM (pH 7,0). As amostras
foram transferidas para uma cubeta com volume de 300 pl e caminho 6ptico de 1 mm.

Os espectros foram obtidos a 25 °C entre os comprimentos de onda de 340 a 210 nm,

para os oligonucleotideos livres, e de 260 a 200 nm, para os complexos rPrP*
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231-aptamero. Foram utilizados 0s seguintes parametros de aquisicdo: velocidade de
varredura de 100 nm.min, coleta de dados de 1 nm, 2s de resposta, 1 nm de largura de
banda e 4 acumulacdes. Depois de coletados, os espectros foram subtraidos dos
respectivos brancos para corre¢do da linha de base. Os dados de elipcicidade bruta
foram convertidos em elipcicidade molar de acordo com a equagéo:

(Mwa Hobs)
10xdxc

Em que MRW é o peso médio do residuo, calculado a partir do peso molecular da

[0lmrw =

proteina/(N-1), onde N é o nimero de aminoacidos. Gy € a elipcicidade observada; d €
0 caminho 6ptico em cm e ¢ € a concentracdo em g/mL (SREERAMA; WOODY,
2000).

3.9 Espalhamento de raios-X a baixo angulo

A técnica de espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) surgiu como um
método importante para estudar as propriedades estruturais de proteinas, acidos
nucleicos e complexos macromoleculares em solucio (BERNADO et al., 2007;
SVERGUN; KOCH, 2003). Uma solu¢do de macromoléculas é irradiada com um feixe
de raios-X monocromatico e a intensidade de luz espalhada é registrada por um detector
bidimensional, originando em um grafico de espalhamento em funcdo do vetor de
espalhamento, g. Onde g é a magnitude do vetor de espalhamento definido por q = 4n
sen (0)/1 (sendo 26, o angulo de espalhamento). As diferencas nos padrdes de
espalhamento permitem determinar o formato e grau de oligomerizacdo de
macromoléculas em solucdo. Moléculas muito anisotropicas possuem padrdo de
espalhamento com um decaimento bem menor comparado com moléculas globulares
(Figura 15).
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Figura 17. Intensidade de espalhamento para diferentes formas geométricas. Imagem adaptada
de SVERGUN;KOCH, 2003.

As curvas de SAXS fornecem trés regides que ddo diferentes informacGes. Na
regido dos angulos préximos de zero (regido de Guinier) é possivel determinar o raio de
giro (Ryg) da molécula. Na regido central, a razdo 1(0)/q pode fornecer informacdes
acerca do volume e forma e a regido de mais alto angulo é possivel obter a relacdo
superficie/volume da molécula (FEIGIN; SVERGUN, 1987).

O gréfico de Kratky é muito usado para distinguir qualitativamente estados
desenovelados e estruturados e mostra o grau de compactacdo da molécula (ALLEC et
al., 2015; BERNADO; BLACKLEDGE, 2009). O gréafico de Krakty (1(q)xg® em funcio
de q) para moléculas globulares apresenta um formato sinuséide com um maximo bem
definido. As curvas para moléculas desestruturadas ou parcialmente desenoveladas
exibem um patamar ao longo de um intervalo especifico de g, seguido por um aumento
uniforme em valores de q elevados (BERNADO; BLACKLEDGE, 2009; DONIACH,
2001; OLIVEIRA et al., 2016). Graficos experimentais tipicos de Kratky para proteinas
globulares, parcialmente desenoveladas e completamente desordenadas estdo mostrados
na Figura 18.

Outra forma de detectar proteinas desenoveladas é baseada na comparagdo do
raio de giro (Ry) obtido experimentalmente com estimativas tedricas para proteinas

globulares ou desordenadas. Assumindo o caso ideal, em que as particulas esféricas ndo
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interagem em solucdo, Guinier mostrou que para g = 0, a curva de Intensidade pode ser
descrita como uma fungéo exponencial (ALLEC et al., 2015; RICE, 1956).:

@) =1@e /s
Onde Ry corresponde a distancia média quadratica dos elétrons da particula até o
seu centro de gravidade. Para um sistema monodisperso, o grafico de Guinier In 1(q) x
g% demonstra uma linha reta a qual intercepta 1(0), a inclinacio dessa reta é proporcional
ao Ry. A aproximagdo de Guinier so é valida para &ngulos proximos de 0, respeitando a
equacéo q < 1,3/Rq (RICE, 1956).

I(s)/1(0)*s?

s (nm™)

Figura 18. Grafico de Kratky para trés construcdes de Src quinase. Dominio globular de SH3
(azul), dominio totalmente desordenado (vermelho) e uma construgdo que une ambos os dominios
(roxo) (KACHALA; VALENTINI; SVERGUN, 2015).

Os dados de SAXS foram coletados na linha de luz SAXS1 no Laboratdrio
Nacional de Luz Sincrotron (CNPEM, LNLS, Campinas, Brasil). O espalhamento foi
adquirido com um detector bidimensional (Pilatus 300K) e uma porta-amostra de aco
contendo janelas de mica. A distancia da amostra até o detector foi de 1 m, resultando
em uma faixa de vetor de espalhamento de 0.01 < q < 0.45 nm™. Os dados foram
coletados a 25 °C com 2 mg/mL de Al, A2 e AL_mut em cacodilato de sédio 20 mM
(pH 7,0). O espalhamento do tampédo foi subtraido da curva de espalhamento da
amostra. O raio de giro (Ry) para o aptamero Al foi obtido a partir da regresséo linear
de Guinier na faixa de q apropriada (q < 1,3/Rg). A globularidade das amostras foi
inferida a partir dos graficos de Kratky (g2.1(q) vs. g).(DONIACH, 2001)
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3.10 Espalhamento de luz dinamico

A técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS), também conhecida como
espectroscopia de correlacdo de fotons ou dispersdo de luz quase-elastica permite
identificar o perfil de distribuicdo de tamanho de particulas em solucdo a partir do raio
hidrodindmico e polidispersividade da amostra (BHATTACHARJEE, 2016). Os
experimentos de DLS foram realizados em um analisador de particulas DynaPro
NanoStar (Wyatt, CA, EUA). Os dados de Al e A2 a 100 uM foram coletados em
cacodilato de so6dio 20 mM (pH 7,0) a 25 °C. As amostras foram submetidas ao
espalhamento de luz monocromatico (662 nm) e a intensidade de luz espalhada foi
medida em um angulo de espalhamento de 90°.

3.11 Analises de bioinformatica para predicéo de separacao de fases

Foram utilizados algoritmos para analisar as propriedades fisico-quimicas de
rPrP*2% 3 fim de investigar a origem do comportamento de fases. O software PONDR

(Predictor of Naturally Disordered Regions) (http://www.pondr.com/) prediz as

proteinas que possuem regides intrinsicamente desordenadas. O resultado é fornecido
como um grafico; valores proximos de 0,5 sugerem residuos desordenados (ROMERO
et al., 2001). O algoritmo CatGranule prevé a formacdo de granulos com base na
sequéncia primaria da proteina, desordem estrutural e propensdo a acidos nucleicos
(BOLOGNESI et al., 2016). Regides de baixa complexidade de proteinas que
conduzem a separacdo de fases contém residuos com alto potencial para interagir
através de contatos pi-pi, como residuos aromaticos (empilhamento n—r), arginina e
glutamina (interacGes planares n—mr). O programa Pi-pi predictor com PScore > 4 indica
possiveis interacdes pi-pi envolvidas na separacdo de fases (VERNON et al., 2018). Por
altimo, o programa CIDER (Classification of Intrinsically Disordered Ensemble
Regions) fornece a distribuicdo de carga e hidrofobicidade da proteina de interesse
(ALBERTI; GLADFELTER; MITTAG, 2019; SHAMMAS et al., 2015).
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3.12 Microscopia de contraste diferencial de interferéncia (DIC) e microscopia de

fluorescéncia

A propensdo a separacdo de fases foi investigada através de microscopia de
contraste diferencial (DIC) e microscopia de fluorescéncia. Amostras de rPrP*?*! 3 10
uM foram incubadas com 2 a 10 uM de Al, A2 e Al mut. Para investigar as
caracteristicas fisico-quimicas dos condensados ricos em proteinas, PEG-4000 10%
(w/v) (Thermo Scientific, USA) ou 1,6-hexanediol 10% (w/v) (Merck, Germany) foram
incubados com 10 uM rPrP%?%! em tampao Tris 10 mM, NaCl 100 mM (pH 7.4). As
amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 10 min antes da aquisi¢cdo das
imagens, a menos que especificado. As imagens foram adquiridas posicionando-se uma
camada de fita dupla face no centro de uma lamina de vidro. Posteriormente, uma
laminula foi suavemente posicionada em cima das fitas adesivas gerando um
espacamento com espessura uniforme. Apds homogeneizacdo, foram pipetados 20 uL
de amostra no espaco entre e lamina e a laminula e a amostra foi incubada por 10 min
com a laminula virada para baixo. As micrografias foram adquiridas sob iluminacédo de
Kdhler em um microscopio confocal invertido (Leica TCS SPE, Leica Microsystems,
Alemanha) com uma objetiva de 63 x (imersdo em 0leo). Para DIC, um laser de argonio
de 488 nm foi usado. Para investigar a autofluorescéncia amiloide, as amostras foram
excitadas em 405 nm e os sinais de fluorescéncia foram coletados na faixa de 450-500
nm. A presenca de residuos hidrofobicos expostos ao solvente foi avaliada por
coloracdo com SYPRO Orange (Sigma-Aldrich, EUA). O reagente SYPRO Orange foi
diluido (1:100 v/v) em 44 uM de rPrP****! em tampéo Tris 10 mM, NaCl 100 mM (pH
7.4) e incubado por 1 hora antes da aquisi¢do das imagens (excitacdo a 488 nm; emissdo
na faixa de 500-650 nm). Todas as imagens foram coletadas a temperatura ambiente e
processadas utilizando o programa Fiji (ImageJ, EUA), usando alongamento do
histograma para melhorar o contraste. Para quantificar o nimero de condensados em
cada condicdo experimental, uma &rea central de 0,1 mm? foi igualmente posicionada
em trés campos de visdo de cada amostra. Em seguida, 0s condensados dentro desta area
foram marcados manualmente e identificados e contados automaticamente usando o
Fiji. O diametro dos condensados foi determinado utilizando 50 goticulas

compreendidas em 5 a 10 imagens.
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4. Resultados
4.1 Purificagio do dominio rPrp*?*

Ap6s a lise celular, o sobrenadante contendo a proteina rPrP%?*! foi submetido a

P23 nossui

uma cromatografia de afinidade a niquel, uma vez que a construgéo de rPr
uma cauda de seis histidinas. Os anéis imidazélicos da histidina sdo grupos doadores de
elétrons que se coordenam com o niquel imobilizado na coluna, a proteina fica retida na
coluna e posteriormente € eluida ajustando o pH do tampdo ou adicionando imizadol
livre (BORNHOSRST; FALKE, 2000). O perfil de eluicdo e a avaliacdo do contetdo
proteico sdo apresentados na Figura 19. O cromatograma verificou a presenca de quatro
picos, 0s quais tiveram suas fracdes coletadas e analisadas por SDS-PAGE. A proteina
rPrP%2*! foi eluida da coluna com 630 mM de imidazol, correspondendo ao Gltimo pico

do cromatograma (Figura 19A) e as bandas 5-7 no gel de eletroforese (Figura 19B).
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Figura 19. Purificacdo de rPrP®? por cromatografia de afinidade a niquel. (A) Perfil de

eluicdo de rPrP® % da coluna de afinidade His-Trap HP (GE Healthcare). A linha preta representa o
tracado de absorbancia em 280 nm e a linha verde representa o gradiente de imidazol. (B) Avaliacao
do conteudo proteico das fragfes coletadas durante a purificacdo por SDS-PAGE. (P.M) Padrdo de
massa molecular. (1-4) Fracdes coletadas durante a etapa de lavagem da coluna (Tris-HCI 10 mM,
NaH,PO, 100 mM (pH 8,0)). (5-7) Fracdes eluidas durante o gradiente de imidazol (Tris-HCI 10
mM, NaH,PO,100 mM, imidazol 750 mM (pH 8,0)). O ultimo pico no cromatograma e as bandas 5-
7 se referem & proteina de interesse com a banda em ~ 19 kDa. rPrP**% foi eluida com 630 mM de
imidazol.

90-231 . e . . y .
possui um sitio de clivagem para trombina e a préxima

A construcao rPrP
etapa no processo de purificacdo seria submeter a amostra a clivagem com trombina
(1:1000) a temperatura ambiente por 2 h. Em seguida, a amostra seria submetida
novamente a uma segunda purifica¢do de afinidade a niquel para a remocdo da cauda de
poli histidinas. Porém, com a clivagem, ocorreu uma perda de ~50 % de proteina. Como
a proteina ja elui com alto grau de pureza da primeira etapa cromatografica (Figura 20),

90-231

optou-se por trabalhar com a constru¢ao rPrP contendo a cauda de histidinas e o

sitio de clivagem para a trombina. Isso confere a rPrP**>! 21 residuos a mais em sua
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sequéncia (MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHM). A purificagdo ocorreu com um

rendimento final de 12-19 mg/L de meio de cultura.

KDa PM 1 2 3

116 —
66.2 —
45 —
35 —
25 —
18.4 —

144 —

Figura 20. Analise de pureza por SDS-PAGE de rPrP* % (P.M) Padrio de massa molecular. (1-
3) Fragdo de proteina coletada apds 18h de diélise e filtrada em filtro de 0.22 mm.

4.2 Determinacéo da afinidade e especificidade de ligacdo de Al e A2 a rPrP® 2

P23—23l

e

rPr

A afinidade dos aptameros selecionados por SELEX (MACEDO, 2016) e o0s
parametros termodinamicos da interagdo com rPrP foram determinados por calorimetria
de titulacdo isotérmica (ITC). Para avaliar se 0s 21 residuos a mais na sequéncia da
proteina iriam interferir na afinidade de ligacdo aos aptameros, foram conduzidos
experimentos de ITC nos quais Al foi titulada em rPrP**?*! contendo ou néo a cauda de
poli-histidinas e as afinidades foram comparadas (Figura 21). As isotermas de ligacao
ndo apresentaram diferencas significativas. Em ambos o0s termogramas, a interacdo
rPrP®#%:A1 ocorre com afinidade na faixa de nM (4,03 nM para rPrP® %! nao
clivada:Al e e 2,32 nM para rPrP®?% clivada:Al) e estequiometria de ~5:1, sugerindo
que o tag de histinas e o link de clivagem para a trombina presente na sequéncia de
rPrP® %! ndo interferem na interacdo com o aptamero e, portanto, a proteina ndo clivada

foi usada na conducdo dos experimentos posteriores.
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Figura 21. Termogramas da interacdo de rPrP com Al. O perfil bruto da curva de ITC

(painel superior) e os valores integrados de calor em funcéo da razdo molar rPrP**%:A1 (painel
inferior) estdo mostrados juntamente com os parametros termodindmicos da interacdo (inset painel
inferior). Os experimentos foram realizados com 5 uM de rPrP**?*! em cacodilato de sédio 20 mM
(pH 7,0) a 25 °C. (A) rPrP*#! n3o clivada:Al (B) rPrP*?* clivada:Al. Ambos os termogramas da
interacdo rPrP®*?*: A1 apresentam afinidade na faixa de nM e estequiometria de ~5:1.

A interacdo com os aptameros foi investigada utilizando ambas as construgdes

rPrP?23 ¢ rPrP®2! corresposndentes a proteina integra e ao dominio C-terminal

23-231 90-231
P P

globular, respectivamente. A titulacdo de ALl em rPr e rPr revelou constantes

de dissociacao (Kg) de 838 e 232 nM, respectivamente (

Figura 22, A e B). A similaridade nas afinidades de ligacdo para ambas as
construcdes de rPrP sugere que a regido N-terminal intrinsicamente desordenada néo
contribui significativamente para a interacdo com o aptdmero. Portanto, podemos
concluir que o dominio C-terminal globular representa a regido de ligacdo de alta

23-231
P

afinidade do aptdmero a rPrP. Para A2, a interacdo com a rPrP integra (rPr ) gerou

90-231
P

um Kq de 1,47 uM, enquanto a interagdo com a construgdo C-terminal (rPr ) gerou

um Ky de 1,93 uM (

Figura 22, C e D). A afinidade de ligacdo para Al é ~10 vezes maior do que

para A2, sugerindo um reconhecimento especifico de Al pelo dominio globular de rPrP,
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que pode estar relacionado tanto a sequéncia quanto a conformacdo do aptdmero. As

estequiometrias de ligagdo foram variaveis (de 3:1 a 6:1 razdo molar proteina:DNA). A

interacdo de alta afinidade de rPrP*®?*! com Al ocorreu com uma estequiometria de 5:1.

A Tabela 4 resume os parametros termodindmicos obtidos a partir dos dados de

calorimetria.
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BLA2. (D) rPrP**#:A2. Os experimentos foram realizados com 5 pM de rPrP®*?*' em cacodilato
de sédio 20 mM (pH 7,0) a 25 °C.

Tabela 4. Parédmetros termodindmicos obtidos dos experimentos de ITC para rPrP:aptameros.

rPrP:aptameros N Kq(x 10° M) AH (kcal mol™)  AS (kcal mol™ deg™)
PrPP2EAL 0,19 838 x 10° -0,013 0,41
PrPBLA1 0,18 232 x10° -0,013 0,40
rPrP? % A2 0,35 1,47 -2,33 x 10° 7,79 x10°
rPrP%#L: A2 0,16 1,93 -0,11x10° 0,35

A interacdo proteina:DNA é mediada por contatos eletrostaticos, ligacGes de
hidrogénio e interagdes de Van der Waals com bases nitrogenadas especificas
(RECORD; LOHMAN; HASETH, 1976). Para obter mais firmacdes acerca da
especificidade de interagdo de rPrP*°?*! com os aptameros de DNA selecionados por
SELEX, as isotermas de ligacdo foram adquiridas em concentracdes crescentes de NaCl
(Figura 23). O aumento da concentracdo de NaCl levou a uma diminuicdo na afinidade
de ligacdo ao DNA, como esperado para sistemas nos quais interacdes eletrostaticas
participam da formacdo do complexo. No entanto, apesar da reducdo na afinidade,
rPrP*%2%! foj capaz de se ligar a Al na presenca de 100 e 500 mM de NaCl (Kg ~2 uM e
~18 uM, respectivamente; Figura 23, A, B), rompendo as ligac6es apenas com NaCl 800
mM (Figura 23 C). A ligacdo ao A2, nas mesmas condi¢des, ndo foi mantida (Figura 23
D). Essa diferenca na susceptibilidade ao sal sugere uma diferenca no mecanismo de
reconhecimento do aptamero por rPrP®*%! sugerindo maior afinidade e especificidade

para Al.
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Figura 23. Termogramas de ligacdo de rPrP®?*! aos aptameros Al e A2 na presenca de
diferentes concentractes de NaCl. O perfil bruto da curva de ITC (painel superior) e os valores
integrados de calor em funcdo da razdo molar rPrP®?*!:aptameros (painel inferior) estdo mostrados.
(A) rPrP A1 em NaCl 100 mM. (B) rPrP**#:A1 em NaCl 500 mM. (C) rPrP %A1 em NaCl
800 mM. (D) rPrP¥?*:A2 em NaCl 100 mM. Os experimentos foram realizados com 5 pM de
rPrP? %! em cacodilato de sédio 20 mM (pH 7,0) a 25 °C.
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4.3 Caracterizagéo estrutural dos aptameros Al e A2

Para investigar os mecanismos moleculares relacionados a interagéo de rPrP?%

com Al e A2, foi conduzido uma caracterizacdo estrutural dos aptdmeros utilizando
diferentes técnicas biofisicas. O padrdo de estrutura secundaria dos aptdmeros Al e A2
foi investigado através de dicroismo circular na auséncia e presenca de NaCl 100 mM.
O espectro de CD de Al, obtido na auséncia de sal, apresentou dois sinais principais de
baixa intensidade, uma banda negativa em 243 nm e uma banda positiva em 282 nm,
caracteristicos de uma estrutura em duplex do tipo B (Erro! Fonte de referéncia nédo
encontrada.A, preto). Na forma B, os pares de bases estdo orientados quase que
perpendicularmente ao eixo principal da hélice, resultando em um sinal de CD com
intensidade reduzida (IVANOV; MINCHENKOVA; SCHYOLKINA, 1973). A adicao
de NaCl a 100 mM alterou o espectro de CD de Al, levando a um aumento de
intensidade da banda negativa em 243 nm e ao aparecimento de duas bandas positivas
de baixa intensidade em 261 e 288 nm, sugerindo uma transicdo da hélice B candnica
para uma estrutura heteronoma B’ ndo usual (Erro! Fonte de referéncia nao
encontrada.A, vermelho). Esta forma € caracterizada por uma helice dupla mais
desenrolada, contendo, consequentemente, um sulco menor mais estreito (KYPR et al.,
2009). Trabalhos anteriores mostraram que a baixa concentracdo de sal favorece as
conformacbes de DNA que exibem um sulco menor mais estreito devido a maior
repulsdo dos grupos fosfato (BRAM, 1971; IVANOV; MINCHENKOVA,;
SCHYOLKINA, 1973). O espectro de CD de A2, independentemente da adi¢édo de sal,
foi caracterizado por sinais tipicos de uma estrutura helicoidal do tipo B: duas bandas de
alta intensidade, uma negativa em 243 nm e uma positiva em 277 nm (Erro! Fonte de

referéncia ndo encontrada.B).
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Figura 24. Investigacdo da estrutura secundaria de Al e A2 por dicroismo circular. (A)
Espectro de CD de Al (50 uM) em cacodilato de sédio 20 mM (pH 7,0) na auséncia (preto) e na
presenca (vermelho) de NaCl 100 mM. (B) Espectro de CD de A2 (50 uM) em cacodilato de sodio
20 mM (pH 7,0) na auséncia (preto) e na presenca (vermelho) de NaCl 100 mM. Todos os espectros

foram adquiridos a 25 °C.

Para obter mais informacbes acerca das estruturas dos aptameros foram
realizados experimentos 1D de *H RMN. Sinais de ressonancia de baixa intensidade de
6 10.8 a 14 ppm sdo caracteristicos de pareamento de iminas. A regido do espectro de &
10.8 a 12 ppm se refere a ligacbes hidrogénio entre residuos de guanina do tipo
Hoogsteen atribuidos a estruturas em quadruplex. A regido entre & 12 e 14 ppm se refere
a sinais de ressonancia caracteristicos de ligagdes hidrogénio do tipo Watson-Crick
(MARUSIC et al., 2017). O espectro 1D de *H RMN de Al revelou a presenca de sinais
de ressonancia caracteristicos de pareamento de iminas do tipo Watson-Crick (6 12.4 a
13.8), indicando pareamento de bases intracadeias e a formacdo de uma estrutura em
hairpin (Figura 25A preto), uma vez que se trata de um DNA simples fita. Na presenca
de sal, os sinais de ressonancia de iminas pareadas através de ligacdo hidrogénio do tipo
Watson-Crick foram mantidos (Figura 25A vermelho). O espectro 1D de *H RMN de
A2 ndo apresentou evidéncias de pareamento de iminas (Figura 25B), sugerindo uma

conformacéo helicoidal de cadeia simples sem estrutura secundaria.
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Figura 25. Espectro 1D de *H RMN dos aptamero Al e A2. Os espectros 1D de ‘H RMN
mostram a regido de pareamento de iminas. Os experimentos foram adquiridos com 100 uM de
aptamero em cacodilato de sédio 20 mM (pH 7,0) a 25 °C. (A) Al na auséncia (preto) e presenga
(vermelho) de NaCl a 100 mM. (B) A2 na auséncia (azul) e presenca (vermelho) de NaCl a 100 miV.

A técnica de SAXS fornece informagdes acerca do tamanho, formato
global e distribuicdo oligomeérica de biomoléculas em solucdo. Foram realizadas
analises de SAXS para inferir sobre a globularidade dos aptdmeros. As amostras foram
irradiadas por um raio-X monocromatico e a intensidade de luz espalhada (I) foi

registrada em funcdo do vetor de espalhamento q (Figura 26).
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Figura 26. Curvas de espalhamento obtidas para os aptameros Al e A2 e para a proteina
albumina de soro bovino (BSA). Os experimentos foram realizados com os aptameros e BSA a 2
mg/mL em cacodilato de sédio 20 mM (pH 7,0) a 25 °C. (A) Curva de espalhamento de Al (preto) e
A2 (azul). (B) Curva de espalhamento de BSA.

A partir da curva de espalhamento foi obtido o grafico de Kratky que fornece
informacGes sobre a globularidade de biomoléculas. A aparéncia do grafico mostra o
grau de compactacdo da molécula. O grafico de Kratky para moléculas globulares
apresenta um formato sinusdide com um méaximo bem definido. As curvas para
moléculas desestruturadas exibem um patamar ao longo de um intervalo especifico de g,
seguido por um aumento uniforme em valores de q elevados (BERNADO;
BLACKLEDGE, 2009). Os gréaficos de Kratky mostraram que Al adota uma estrutura
globular, enquanto A2 apresenta menor compactacao, indicando uma estrutura mais
alongada que Al (Figura 27A) ((BERNADO; BLACKLEDGE, 2009; DONIACH,
2001; OLIVEIRA et al., 2016). O plot de Kratky obtido para a proteina albumina de
soro bovino (BSA) estd representado como um controle positivo de globularidade
(Figura 27B).
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Figura 27. Andlise de globularidade através do grafico de Kratky. (A) Grafico de Kratky de Al
(preto) e A2 (azul). (B) Grafico de Kratky de BSA. Os experimentos foram adquiridos utilizando
Al, A2 e BSA na concentragdo de 2 mg/mL em cacodilato de sédio 20 mM (pH 7,0), 25 °C.

A regresséo linear do grafico de Guinier respeitando a regido de gmax < 1,3/Rq
fornece o raio de giro da molécula (Rg), que é definida como a media das distancias
quadradas do centro de massa da molécula ponderada pelo contraste. Ry fornece
indicaces sobre o tamanho e o formato geral da particula. Valores baixos de Ry
correspondem a particulas mais compactas. A Figura 28 mostra a regressdo de Guinier
para Al e o valor de raio de giro estimado de 1.77 nm. Nao foi possivel estimar o valor
de Ry para A2, visto que os dados de espalhamento deste aptamero ndo forneceram

valores de In 1(q) lineares em regides de g baixo.
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Figura 28. Regressdo linear do dominio de Guinier para o aptamero Al. O raio de giro foi

calculado a partir do gréfico de Guinier através da formula o = Rg2/3.

Através da técnica de espalhamento de luz dinamico, foram calculados os raios

hidrodinamicos dos aptameros, correspondendo a 2,7 nm para Al e 4,2 nm para A2.
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Além disso, foram realizadas curvas de desnaturacdo térmica dos aptameros na auséncia
e presenca de 100 mM de NaCl (Figura 29). Al apresentou uma curva de desnaturagéo
térmica sigmoidal, permitindo calcular uma T, de 45 °C, independentemente da adicéo
de sal. Para A2, o valor de Tr, ndo pdde ser medido dentro da faixa de temperatura usada
no experimento (20-85 °C), sugerindo uma maior estabilidade para o aptamero Al
estruturado em hairpin. Os resultados estdo de acordo com a previsdo de estrutura
secundaria para Al, que indicou que a conformacdo de menor energia livre, -7,80
kcal/mol, encontra-se estruturada em hairpin (grampo), formado por um pescoco
estabilizado por ligacGes hidrogénio e uma alca interna contendo 12 nucleotideos
(Figura 30) (HOFACKER, 2003).
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Figura 29. Perfis de desnaturacdo térmica dos aptameros Al e A2. (A, C) Al na auséncia e na
presenca, respectivamente, de NaCl a 100 mM. (B, D) A2 na auséncia e na presenga, respectivamente, de
NaCl a 100 mM. A absorbancia foi medida a 260 nm e as amostram foram aquecidas de 20 a 85 °C a uma
taxa de 0.5 °C/ min. Os experimentos foram realizados a 2 uM de aptdmeros em cacodilato de s6dio a 20
mM (pH 7,0).
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Figura 30. Predicdo da estrutura secundaria de Al. O aptdmero Al apresenta uma estrutura em
hairpin formado por um pescogo estabilizados por ligagcdes hidrogénio e uma alga interna contendo
12 nucleotideos. A predigdo foi realizada pelo professor Gerald Weber da UFMG usando o

programa Vienna RNAfold.

4.4 Caracterizagéo estrutural de uma forma mutante de Al

Para investigar o papel desempenhado pela estrutura do aptamero na interacdo
com rPrP%?3 foi utilizado um mutante de A1 (A1_mut), no qual dois nucleotideos de
Al foram substituidos com o objetivo de romper o emparelhamento de bases: guanina
na posicao 19 (G19) e timina na posicdo 24 (T24) foram substituidas por adeninas
(Tabela 3, Figura 31). As propriedades estruturais de A1_mut, assim como de Al e

A2, foram avaliadas pelas técnicas biofisicas descritas anteriormente.

¥c

Figura 31. Predicdo da estrutura secundaria de Al com as bases modificadas destacadas em
vermelho. A guanina na posicdo 19 (G19) e a timina na posicdo 24 (T24) foram substituidas por

adeninas na construcdo de A1_mult.
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O espectro de CD de A1_mut foi muito semelhante ao de A2, caracterizado por
uma banda de baixa intensidade em 248 nm e uma banda positiva em 277 nm de alta
intensidade (Figura 32A). O plot de Kratky obtido a partir dos dados de SAXS sugeriu
uma estrutura estendida para A1_mut (Figura 32B). O espectro 1D de *H RMN de
Al _mut, obtido na auséncia de sal, ndo apresentou evidéncias de pareamento de iminas
do tipo Watson-Crick, indicando uma conformacéo helicoidal de cadeia simples. A
adicdo de NaCl 100 mM levou ao aparecimento de sinais de ressonancia com uma
intensidade relativa muito pequena na regido de iminas pareadas (Figura 32C), sugerindo
um equilibrio coil-hairpin. No entanto, o espectro de CD nesta condicdo é quase
idéntico ao de Al_mut na auséncia de sal, sugerindo que o equilibrio é deslocado no

sentido da conformacdo helicoidal.
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Figura 32. Caracterizacdo estrutural de A1_mut. (A) Espectros de dicroismo circular de A1_mut a
100 uM (preto) e na presenca de NaCl a 100 mM (vermelho). (B) Plot de Kratky de A1_mut a 200 puM.
(C) Espectro 1D de *H RMN mostrando a regido de deslocamento quimico de iminas pareadas. Os
espectros foram adquiridos com 100 uM de A1_mut (preto) e na presenca de NaCl 100 mM (vermelho).

Todos os experimentos foram realizados em cacodilato de sédio a 20 mM (pH 7,0),25 °C.
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Além disso, a estabilidade de A1_mut também foi investigada por desnaturacdo

térmica (Figura 33). Como A2, a curva de desnaturacdo térmica de Al_mut foi

praticamente linear, impedindo a estimativa da Tr, dentro das temperaturas testadas (20-

85 °C). Esta é outra evidéncia de que A1_mut ndo adota estrutura secundaria regular.
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Figura 33. Perfis das curvas de desnaturagao térmica de A1L_mut. (A) AL_mut na auséncia e (B)

presenca de NaCl 100 mM. A absorbancia foi medida a 260 nm e as amostram foram aquecidas de

20 - 85 °C a uma taxa de 0.5 °C/ min. Os experimentos foram realizados a 2 uM de A1 _mut em

cacodilato de s6dio 20 mM (pH 7,0).

Em seguida, a interacdo rPrP®%:A1 mut foi investigada por ITC. Apesar de

inimeros esforcos, ndo foi possivel obter uma isoterma de ligacdo confiavel para

Al _mut nas mesmas condi¢bes usadas para Al e A2, provavelmente devido a menor

afinidade de A1 _mut por rPrP*®?*!, Para contornar este problema, a concentracdo de

proteina foi aumentada; no entanto, isso resultou em agregacéo dentro da célula do ITC.

Assim, uma Unica injecdo de A1 _mut na solucdo de rPrP*®%* foi realizada, indicando

interacdo entre as duas espécies (Figura 34).
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experimento foi adquirido com 100 uM de Al na seringa € 10 uM de rPr em cacodilato de

sodio 20 mM (pH 7,0) a 25 °C. O calor de diluicio de Al _mut em tampdo foi medido

separadamente e subtraido da titulagdo da amostra. A razdo molar final foi de 1:1.

P90-231

4.5 Caracterizacdo das mudancas estruturais em rPr promovidas pela

interacdo com os aptameros de DNA

Para investigar o efeito da ligacdo dos aptameros na estrutura de rPrP*?%
foram realizados experimentos de CD com o aumento das razdes molares rPrP%"
281-DNA. Para garantir que apenas o sinal da proteina fosse observado, cada espectro de
CD foi subtraido do espectro do DNA livre correspondente obtido na concentracao

P?*#3 causou uma perda da estrutura secundaria da

especifica. A titulacdo de Al em rPr
proteina de um modo dependente da estequiometria. Surpreendentemente, esta perda de
estrutura secundaria foi inversamente proporcional a concentracdo de DNA, de modo
que a baixa concentracdo de DNA (razdo molar 5:1 rPrP®?:DNA, linha preta)
resultou em uma maior desestruturacdo da proteina (Figura 35A). Resultados
semelhantes foram obtidos para A2 (Figura 35B). Em contraste, a adi¢cdo de AL _mut ndo
causou mudancas comparaveis na estrutura secundaria da proteina nas diferentes

relacbes estequiométricas avaliadas (Figura 35C).
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Figura 35. rPr

Espectros de dicroismo circular de rPr (azul) e rPrPP#:DNA nas razdes molares de 1:1

(verde), 2:1 (vermelho) e 5:1 (preto). (A) rPrP®*#:Al. (B) rPrPP?::A2. (C) rPrP®?*:A1_mut. Os

90-231
P

experimentos foram adquiridos com rPr a 10 uM em tampao cacodilato de sddio 20 mM (pH

7,0)a 25 °C.

4.6 Investigacdo da regido minima de Al responsavel pela interacdo com rPrp%2%

Durante as tentativas de obtencdo de amostras concentradas e soluveis dos
complexos rPrP:aptdmeros, observou-se uma turbidez imediatamente apds a adicdo de
aptamero as amostras de rPrP (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.).
Curiosamente, a incubacdo a temperatura ambiente por ~ 6 h levou a desagregacdo da
amostra. Resultados semelhantes foram observados para a rPrP inteira na presenca de
uma sequéncia de RNA de alta afinidade (GOMES et al., 2008) e para a rPrP® %! de
hamster sirio na presenca de uma sequéncia de DNA de 18 nucleotideos (LIMA et al.,
2006).
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Figura 36. Aumento da turbidez de rPrP***! com a adicdo do aptamero Al. Amostras de
rPrP® % purificada (eppendorf da esquerda) e com a adicdo de Al na razdo molar 5:1 rPrP:DNA
(eppendorf da direita). A amostra fica turva instantaneamente apés a adicdo de Al e desagrega apds
~6 h a temperatura ambiente.

Foram realizados experimentos de titulacdo de rPrP®*%* enriquecidas com **N
com o aptamero Al na razdo molar 10:1 (rPrP:Al) (Erro! Fonte de referéncia nao
encontrada.). Os espectros mostram a proteina pura (preto) sobrepostas com o espectro
do complexo (azul). E observado muita perda de sinal do complexo, devido ao tamanho,
a afinidade muito alta ou a agregacdo da amostra. Embora algumas taticas tenham sido
realizadas (como alteracdo da forca ibnica e mudancas na estequiometria), nao foi

possivel obter espectros do complexo que pudessem ser analisados e identificados a

regido de interacdo com rPrP*0%%,
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Figura 37. Espectro de RMN de rPrP% %! na auséncia e na presenca de A1l (10:1). Comparagdo
de espectros de [*H,"°N] HSQC de 200 uM rPrP**#*! adquiridos na auséncia (preto) e na presenca de
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20 uM Al (10:1 PrP:Al) (azul). Os experimentos foram adquiridos em tampéo fosfato de s6dio 10
mM (pH 6,5) e KCI 10 mM, 25 °C.

Uma das tentativas para diminuir a agregacéo e/ou a alta afinidade do complexo
e consequentemente diminuir a perda dos sinais de ressonancia foi dividir a sequéncia
de Al contendo 25 nucleotideos em cinco novos DNAs de 12 nucleotideos (Erro!

Fonte de referéncia néo encontrada.).

CGC CGT ACA ATC Al_1
CGT ACA ATC GAG Al1_2
ACA ATC GAG CTC Al_3

ATC GAG CTC GGG Al_4

GAG CTC GGG TGT Al1.5

Figura 38. Sequéncia de oligonucleotideos derivados de Al. O aptdmero Al contendo 25

nucleotideos foi fragmentado em cinco novos DNAs de 12 nucleotideos cada.

Foi investigado a regido minima de Al que se liga com maior afinidade a rPrP®"
21 ysando a calorimetria de titulagdo isotérmica. Curvas de ITC para os cinco
oligonucleotideos estdo apresentadas na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. e
a afinidade de cada um estd apresentada na Erro! Fonte de referéncia nao
encontrada.. Al _4 se ligou com maior afinidade a rPrP®%*! enquanto Al 2 se ligou
com menor afinidade. Foram realizados ainda experimentos de titulacdo de rPrp®2%
com esses oligonucleotideos, porém os problemas anteriores relacionados a turbidez e

desaparecimento dos sinais permaneceram.
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Figura 39. Termogramas da interacéo de rPrP*>?*' com os derivados de Al. Valores integrados

de calor em funcéo da razdo molar rPrP®?*!:derivados de Al. rPrP**:A1 1 (preto). rPrP®

BLA1 2 (vermelho). rPrPP %A1 3 (azul). rPrP®?:A1 4 (rosa). rPrP®*#:A1 5 (verde). Os

experimentos foram realizados com 10 uM de rPrP %! e 50 uM de DNA em cacodilato de sédio 20
mM (pH 7,0), 25 °C.

Tabela 5. Afinidade de ligagao e estequiometria medidas para os oligonucleotideos 12-mer por
ITC.

Oligonucleotideo Ko (uM) n
Al 1 39 0,67
Al ? 2 0,45
Al 3 6 -
Al 4 721 0,25
Al 5 71 0,63

4.7 Investigacdo da separacdo de fase liquido-liquido sofrida por rPrp%#

Baseado nas propriedades de dindmica de agregacdo dos complexos rPrP%
2L.DNA em funcdo da estequiometria (especificamente na razdo molar 5:1), foi
investigado se a separacdo de fase liquido-liquido contribuia para os efeitos observados.
Muitas caracteristicas de proteinas que sofrem LLPS sdo, de fato, comuns a PrP: a
proteina prion € uma IDP, se liga a NAs e possui dominios de baixa complexidade
(SILVA; CORDEIRO, 2016). rPrP® % ¢ capaz de formar interacdes multivalentes com
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NAs e contém residuos polares especificos intercalados com amino4cidos aromaticos

que podem mediar a separacao de fases (Figura 40).

rPrP%-231 [ PS | { OR | Dominio globular | PS |

QGGGTHNQWN KPSKPKTNLEK
BEVAGAAAAGA VVGGLGGYML
6GSAMSRPMIH ¥FGNDWEDRYY
RENMYRYPNQ VYYRPVDQYS
#¥oNNFVHDEeV NITIKQHTVT
TP TKGENFTE TDVEMMERYVYV
jE:::QMCVTQYQK ESQAYYDGRR
S s

Figura 40. Sequéncia de rPrP%®?! A proteina é rica em residuos positivos (verde), negativos
(vermelho) e aromaticos (azul) que podem interagir através de interagGes cétion-m, m-7, contatos
hidrofobicos e eletrostaticos. A regido hidrofobica (destacada em itélico) é um dominio putativo de
dimerizacdo (WARWICKER, 2000) e os dois residuos Cys178 e Cys213 (destacados em negrito)

sdo conservados. PS, peptideo sinal; OR, regido octapeptidica.

Além disso, rPrp%-2%

exibe outras caracteristicas tipicas de separacdo de fases,
como desordem intrinseca predita (Figura 41), forte propensédo a sofrer LLPS e regifes
alternadas carregadas fracamente (Figura 42). Contatos n—m Ssdo encontrados em
proteinas que separam de fase. O primeiro segmento de PrP®**! composto por ~84
residuos, pode interagir por meio de contatos n—n, selecionados pelo PScore (Figura
40A). O algoritmo CatGranule calcula a tendéncia de formacao de granulos baseado na
composicdo da sequéncia primaria, desordem estrutural e propensao a ligacdo a acidos
nucleicos, valores maiores que 1 estdo associadas a forte capacidade de separar de fase.
rPrP® %! alcancou um valor de 1,946 usando o algoritmo CatGranule. Além disso, a
rPrP® % ¢ um polianfélito fraco, sugerindo transicdo de fase mediada por interacdes

eletrostéaticas (Figura 40B e C)
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Figura 41. Predicéo de determinantes moleculares envolvidos na separagéo de fases de rPrP*"
81 pelo PONDR. Analises de predicdo baseado na carga-hidropaticidade. O gréfico revela a

desordem de PrP inteira e PrP**%*! (http://www.pondr.com/).
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Figura 42. Predicéo de determinantes moleculares envolvidos na separacéo de fases de rPrP*"

28! hor ferramentas de bioinformatica. (A) O primeiro segmento de Prp%®:

, composto por ~84
residuos, pode interagir por meio de contatos n—n, selecionados pelo PScore. (curva lilas; PScore
total significativo > 4). Algoritmo CatGranule (curva verde; score > 0 indica proteinas passiveis de
sofrerem LLPS e valores > 1 estdo associados a forte capacidade de separar de fase). (B) Segmentos

P23 gvidenciados no gréfico de carga liquida ao longo da sequéncia

de cargas opostas de rPr
priméaria usando CIDER. (C) Hidropatia ao longo da sequéncia obtida de uma hidrofobicidade
normalizada de Kyte-Doolittle variando de 0 (menor hidrofobicidade) a 1 (maior hidrofobicidade)

usando CIDER. A proteina prion integra (23-231) foi usada como sequéncia de entrada.
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A microscopia de contraste diferencial de interferéncia (DIC) mostrou que
rPrP®%3 sofre separagdo de fases in vitro em condensados esféricos com diferentes
tamanhos em &gua e tampdo (Tris NaCl 10 mM, NaCl 100 mM (pH 7,4)) (Figura 43).
A separacdo de fases também ocorreu na presenca de 10% de PEG 4000 (p/v),

conhecido como agente de crowding. Os maiores condensados de rPrp? %

chegaram a
apresentar ~100 um de didmetro (Figura 43A). A coalescéncia em goticulas grandes é
favorecida termodinamicamente, uma vez que a tensao superficial da rede é diminuida
em relacdo aos condensados pequenos (maturacdo de Ostwald) (VOORHEES, 1992).
No entanto, o nimero de goticulas foi significativamente diminuido na presenca de
tampdo e na presenca de PEG em comparacdo com a proteina em agua, sugerindo
dependéncia da forca ibnica na separacdo de fases (Figura 43A). Foram observados
eventos de fuséo e fissdo que sdo caracteristicos de proteinas que formam condensados
liquidos com a rPrP®?! supersaturada (Figura 43B). Além disso, a incubacdo de
rPrP® %3 com 1,6-hexanodiol a 10 % (v/v), um élcool aliftico conhecido por romper
contatos hidrofobicos fracos envolvidos em LLPS, aboliu completamente a formacao
dos condensados esféricos, confirmando a propensdo de rPrp%%!

(Figura 43B).

a separar de fase

rPrP90-231

A

[10 pM], tampéo

[10 pM], H,O
, +10% PEG

113 um

71 um

[10 pM]
+10% 1,6- hexanediol

| e

Figura 43. Separacdo de fases de rPrP® ! in vitro. (A) Separacio de fases de rPrP**?*! em
goticulas com tamanhos variados em baixa concentracdo (10 uM). Coalescéncia em goticulas
grandes ocorre em agua (esquerda), solugdo tampao [Tris 10 mM, NaCl 100 mM (pH 7,4)] (meio) e
apoés a adicdo de PEG 4000 10% (p/v) (direita). O diametro é representado pelas linhas pretas. (B)

No limite liquido-ar do vidro ocorre a supersaturacdo da proteina na medida em que a exposicdo ao
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laser causa a evaporacdo. Nessa area, os condensados esféricos ricos em rPrP rapidamente se

fundem uns com os outros. O &lcool alifatico 1,6-hexanodiol em baixa concentracdo (10 %) foi
capaz de desfazer as goticulas, uma vez que interacdes hidrofébicas fracas sdo perturbadas.

Os condensados esféricos de rPrP*?*! em 4gua, tamp&o e PEG 4000 10 % foram
quantificados, assim como as medidas dos diametros das goticulas, através das
micrografias e estdo apresentados na Figura 42B. A fim de compreender a estrutura de
rPrP®?% no estado separado de fase, foi utilizado SYPRO Orange, um corante que s6
exibe fluorescéncia quando ligado a superficies hidrofébicas expostas ao solvente. Apos
10 min de incubagdo, a co-particio de SYPRO dentro das goticulas de rPrp92%
conduziu a uma discreta fluorescéncia (Figura 44C) e, apos 60 min de incubagdo, um
aumento acentuado da fluorescéncia foi observado (Figura 44D). Isso pode ser
explicado pelo aumento da viscosidade das goticulas resultando em aumento da
fluorescéncia e/ou o tempo maior de incubagdo poderia evoluir para um estado mais
desenovelado, com sitios mais expostos para a ligagdio com SYPRO. No entanto, a

fluorescéncia dos condensados de rPrP%%%

sugere a desestruturacdo parcial da proteina
no estado separado de fase. Curiosamente, esses grandes condensados abrigam
pequenas goticulas no seu interior, lembrando corpos multi-vesiculares (WEGMANN et
al., 2018). Tais condensados vacuolizados de diferentes densidades sdo formados em

resposta a perturbac@es do sistema (SCHMIDT; ROHATGI, 2016).
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Figura 44. rPrp® %!

microscopia DIC de (A) 10 uM rPrP® ?*'em 4gua (cima a esquerda) 10 uM rPrP**% em Tris 10

sofre separacéo de fases liquido- liquido in vitro. Imagens representativas de

mM (pH 7,4), NaCl 100 mM (superior no meio) e 10 pM rPrP**%* em tampéao apés a adicéo de PEG
4000 10% (p/v) (superior a direita). O sombreamento retrata goticulas flutuantes em outros planos

P23 através das analises das micrografias. 10 pM de

focais. (B) Quantificacéo das goticulas de rPr
rPrP? %! em 4gua (coluna cinza), em tampéo (coluna preta) e em tampao contendo PEG 4000 10%
(p/V) (coluna roxa). Medidas dos diametros das goticulas (superior). Os dados sdo representados
como a média + DP (n=50 goticulas). Quantificacdo do niimero de goticulas de rPrP**?*" por 100
pm? de &rea (inferior). Os dados séo representados como a média + DP (n=3 imagens). *p < 0.05,
**p < 0.005. (C) e (D) 44 uM de rPrP®? fluorescente corado com SYPRO orange por 10 min (C)

e por 60 min (D) antes da geracdo das imagens. Barra de escala, 10 pum.

90-231
P

4.8 Modulacéo da separacao de fase liquido-liquido de rPr pelos aptameros

Para verificar se os oligonucleotideos (25-mer) estudados influenciavam a
separacdo de fases de rPrP*°? foram realizados ensaios de transicdo de fase na
presenca dos aptameros. A adicdo de Al ou A2 & rPrp®®?%
diametro das goticulas (15,12 + 19,10 versus 3,93 + 1,43 para Al e 7,20 + 3,30 para A2,

a 5:1 rPrP*?%:aptameros) e no aumento do nimero de condensados de maneira

resultou na diminuicéo do

dependente da concentragdo (Figura 45). Na estequiometria 5:1 PrP:aptamero, o

67



nimero de goticulas/0,1 mm? foi de 98,33 + 9,46 para Al e 73,66 + 14,97 para A2,
respectivamente, contra 12,33 + 531 para rPrP*®?*! em tampdo na auséncia de
aptameros. As goticulas liquidas de rPrP®>?*! foram mais abundantes em proporces
molares menores de rPrP**?*":A1 ou A2 (Figura 45D). Ja foi mostrado anteriormente
que a LLPS ¢ altamente dependente da relagdo molar proteina:NAs; razbes mais baixas
de acidos nucleicos especificos promovem a separacdo de fases (MAHARANA et al.,
2018). Assim, os resultados apresentados estdo de acordo com outras proteinas de
ligagdo a RNA que sofrem LLPS.

Em seguida, investigamos o efeito de A1_mut na transic&o de fase de rPrP%°2%,
Apenas uma Unica goticula foi observada em toda a cobertura da lamina de vidro
(Figura 45C), indicando que este DNA regula negativamente a formacdo de
condensados. A diminuicdo da concentragdo de Al_mut pela metade (razdo molar de
2:1 rPrP®%L:DNA), resultou em algumas estruturas alongadas irregulares consistentes
com um estado menos dindmico, semelhante a gel (Figura 45C, setas pretas). Estes
condensados permaneceram depositados na lamina de vidro, indicando uma viscosidade

mais alta, em oposto aos condensados de Al ou A2:rprp%0-23t

, que se encontravam em
um estado mais fluido e dindmico. Essa morfologia anormal foi associada a um estado
fisico diferente que evoluiu para agregados solidos ao longo do tempo, sofrendo
transicdo de fase liquido-sdlido (LIN et al., 2015). Estruturas semelhantes aos agregados
foram visualizadas na estequiometria 5:1 rPrP**?*":A1_mut. Os DNASs isolados ou uma
proteina ndo relacionada, como a BSA, ndo sofreram separacdo de fases nas mesmas

condicdes usadas para rPrP*®?*! (Figura 46).

68



[rPrP%0-231]:[aptamero]

1:1 2:1 5:1
=3
-
N
S
© S
B | A2
C | At_mut y
\"
D ’ 40
+A1 i+ A2 + A1_mut
_mu = 35 o
*okk * -30 -g
o
ns *KK H '25 E-
i o
=20 g
=15 o
2
=10 £
2
i i.i g I,
NE 180+ 0
£ 160+
g 140+ Al Pkl
©2 120+
]
2 100+
2
5 80+
‘s 60+
) 40+
E
204 rl
3
=z 0"* T 1 ITI T ﬁ|I T
S\V‘ R q;f‘ Gt\ R f‘;t‘ 955 RO q;t‘ (.sf‘

Figura 45. Aptameros modulam a separacdo de fases de rPrP?*?*'. Micrografias de DIC

representativas de rPrp?%:

aptameros apds 10 minutos de incubacdo a razdo molar de 1:1, 2:1 e 5:1,
respectivamente, em Tris 10 mM (pH 7,4), NaCl 100 mM, (A) na presenca de Al, (B) na presenca
de A2 e (C) na presenca de Al _mut. (D) Os condensados compostos por rPrP%®?*! foram
quantificados pelas imagens analisadas de DIC. 10 uM de rPrP**?*'em tampao sem acidos nucleicos
(preto), 10 uM de rPrP*>#*! com a adicdo de concentracdes crescentes de Al (verde) ou A2 (azul) ou

Al mut (cinza). Medidas dos diametros das goticulas (superior). Os dados estdo representados como
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a média = DP (n=50 goticulas). Quantificacdo do nimero de goticulas de rPrP por 100 pm? de

area (inferior). Os dados estdo representados como a média = DP (n=3 imagens). Analises no One-
way ANOVA/Bonferroni mostraram resultados significantes apés a incubacdo de rPrP*%*! com os

aptameros. *p < 0.05, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. Barra de escala, 10 pum.

Controles
100 uM BSA 10 mM Tris pH 7, 10 mM Tris pH 7,
100 mM NaCl 100 mM NaCl
+10% PEG
B 10 uM A1, tampéo 10 uM A2, tampéo 10 yM A1_mut, tampao

Figura 46. Microscopia DIC dos controles usados nos ensaios de LLPS de rPrP% %! (A)
Albumina bovina sérica (BSA), mesmo em altas concentragdes, ndo apresenta propriedades
semelhantes a liquidos (esquerda). Controle da solucdo tampdo utilizada (meio). Tampdo na
presenca de agente de crowding PEG-4000 10% (direita). (B) Micrografias da maior concentragdo
de aptdmeros (10 puM) utilizados nos ensaios. Al (esquerda), A2 (meio) e Al _mut (direita).

Ampliagéo, 630 x. Barra de escala, 10 um.

4.9 Os condensados envelhecidos de rPrP:Al mut evoluem para agregados

fibrilares

Ja é bem estabelecido que as goticulas liquidas envelhecidas podem amadurecer
para agregados fibrilares in vitro (PATEL et al., 2015). Assim, foi verificado se o0s

condensados liquidos de rPrp%%3

transitam para um material sélido ao longo do tempo.
No periodo de 20 min, foram observados minusculos pontos brilhantes na superficie das
goticulas de rPrP*®?*' em Tris 10 mM (pH 7,4), NaCl 100 mM. Apés 60 min,
"subestruturas” filamentosas foram evidenciadas na superficie de grandes condensados

de rPrP*?3 em 4gua (Figura 47A), portanto, as propriedades biofisicas das goticulas
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podem mudar com o tempo. Apds 6 horas, 0s condensados assumiram caracteristicas de
goticulas “envelhecidas”, tais como a aparéncia escura refratdria e a presenca de
agregados se projetando para fora do condensado (Figura 47B). A transicdo dos

condensados liquidos de rPrp® %

para agregados foi monitorada em tempo real.
Consistentemente, as goticulas envelhecidas se deformam em estruturas sélidas

organizadas semelhantes a fibrilas.

Foi demonstrado que uma mistura de DNA pode induzir o desenovelamento e

ag rega(;;éo de rPrP 121-231

em fibras semelhantes a amiloides (NANDI et al., 2002). Para
determinar se Al_mut, que ndo € estruturado de acordo com os dados biofisicos
mostrados, promove a formacdo de fibras com caracteristicas amiloides, exploramos a
fluorescéncia intrinseca dos amiloides. Esta abordagem permite a visualizagcdo de
estruturas amiloides por excitacdo no UV em um ambiente livre de corantes e sem
interferéncia da ligacdo extracelular de marcadores (BANERJEE et al., 2017). Apds 60
minutos da adicdo de Al_mut & rPrP® %! (razdo molar 1:1), as estruturas amiloides
colocalizaram com as goticulas envelhecidas (Figura 48A). Além disso, em intervalos
de tempo mais longos (24 horas) os condensados desapareceram, deixando apenas
estruturas semelhantes a fibrilas amiloides (Figura 48B e C). Provavelmente, a rPrP*"
28 na auséncia de NAs forma principalmente agregados ndo amiloides ao longo do
tempo, uma vez que nao foi detectada fluorescéncia intrinseca sugestiva de formacéo
amiloide (Figura 47B). Por outro lado, identificamos goticulas alongadas semelhantes a
gel na razdo molar 5:1 rPrP*®**: A1 mut em 10 min de incubagdo (Figura 47C,
apontada por setas pretas) que amadureceram para fibrilas do tipo amiloide ap6s 1 h.
Adicionalmente, a fluorescéncia intrinseca de estruturas semelhantes a fibrilas amiloides
colocalizaram com a coloracdo por SYPRO orange, confirmando a natureza proteica

destas estruturas (Figura 49A).
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Figura 47. rPr na presenga de Al mut mostra separacdo de fase anbmala. Imagens
representativas de DIC e fluorescéncia instrinseca sugestiva de formagdo amiléide (excitagdo a 405
nm; emiss&o a 450-500 nm). (A) Micrografias de 10 uM de rPrP*%** em Tris 10 mM (pH 7,4), NaCl
100 mM (esquerda) ou em agua (direita) incubados a 30°C por intervalos de tempo especificados,
evidenciando um material semelhante a fibra que se projeta da superficie do condensado (setas
pretas). (B) A mesma amostra obtida apds 6 horas ndo apresentou fluorescéncia intrinseca. Duas
imagens representativas demonstram estruturas retrateis escuras com superficie irregular semelhante
a goticulas envelhecidas. (C) rPrP®*?! na presenca de AL _mut (razdo molar 5:1) em Tris 10 mM
(pH 7,4), NaCl 100 mM. Ap6s 10 min de incubagdo a 30°C, condensados ndo esféricos foram
detectados. Setas pretas indicam goticulas que ndo se fundiram completamente. A fluorescéncia

intrinseca de goticulas envelhecidas é marcada por uma seta azul. Barra de escala, 10 um.
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Figura 48. A1_mut promove a transicdo de condensados liquidos de rPr para espécies

auto-fluorescentes sugestivas de amiloides. Micrografias representativas de DIC e fluorescéncia de
rPrPP %A1 mut a 1:1, 2:1 and 5:1, respectivamente, em Tris 10 mM (pH 7,4), NaCl 100 mM.
Coluna da esquerda: estequiometria de 1:1, 1 h apés a incubacdo com Al_mut; meio: 2:1 rPrP®”
2L A1 mut, 24 h ap6s a incubacdo; Coluna da direita: 5:1 rPrP*?:A1_mut, 24 h apés a incubacio.

Barra de escala, 10 pm

Como controle positivo para as espécies auto-fluorescentes, foram usadas fibras
de a-sinucleina (Figura 49B). A separacdo de fases de proteinas ligantes de NAs tem
sido demonstrada como dependente de contatos especificos entre NAs de alta afinidade
que geralmente contém estrutura secundaria complexa (CHAN et al., 2013;
MAHARANA et al., 2018). Relevantemente, A1 e A2 mantiveram os condensados de
rPrP® %% em um estado dindmico, impedindo a transicdo para estruturas semelhantes a
solidos no periodo de tempo examinado. Consistente com os dados de ITC, a liga¢do de
baixa afinidade de A1_mut provocou a transicdo de goticulas liquidas para espécies

amiloides com menor energia que mimetizam agregados sélidos patolégicos. Em
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conjunto, esses dados indicam que a separagédo de fases de rPr é modulada pela

ligacdo especifica do aptdmero e depende de sua arquitetura estrutural.

[rPrP%0-231]:[A1_mut]
5:1,t= 60 min

Fluorescénciaintrinseca

a-sinucleina

Fluorescénciaintrinseca

Fluorescénciaintrinseca

90-231
p

Figura 49. rPr incubada com Al _mut forma agregados que ligam a SYPRO Orange e

exibem auto-fluorescéncia tipica de proteinas amiloidogénicas. Imagens representativas de DIC,
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coradas com SYPRO orange (488 nm excitacdo; 500-650 nm emissdo) e fluorescéncia intrinseca
sugestiva de amiloides (excitacdo a 405 nm; emissdo a 450-500 nm). (A) A adicdo de Al_mut a
rPrP® % (razdo molar 1:5) em Tris 10 mM (pH 7,4), NaCl 100 mM incubados por 60 min a
temperatura ambiente. Superior: Apenas agregados do tipo sélido com fluorescéncia intrinseca
sugestiva de estruturas amiloides foram observados (setas azuis). Meio: Ampliacdo do quadrado
superior tracejado. O agregado corado com SYPRO orange também exibe fluorescéncia intrinseca de
amiloide. Inferior: Outra regido microscopica que mostra um numero significativo de agregados
corados com SYPRO Orange que possuem autofluorescéncia sugestiva de proteinas
amiloidogénicas. (B) Controle positivo de autofluorescéncia usando agregados fibrilares de a-

sinucleina preparados conforme descrito em (OLIVEIRA et al., 2016).

75



5. Discussao

Trabalhos pioneiros mostraram que organelas livres de membrana (MLOs) se
formam por meio de separacdo de fase liquido-liquido (LANGDON et al., 2018). Estas
organelas estdo relacionadas a proteinas intrinsecamente desordenadas que, por sua vez,
estdo associadas a patogénese de doencas degenerativas (NOTT et al.,, 2015). H&
evidéncias crescentes de que a transicdo de fase mal regulada pode levar a espécies a
agregacdao (ELBAUM-GARFINKLE, 2019; MURAKAMI et al., 2015; PATEL et al.,
2015). A proteina prion possui a maioria das caracteristicas fisico-quimicas que podem
conduzir a separacdo de fase liquido-liquido, interagem com NAs (SILVA;
CORDEIRO, 2016), séo esferas, fundem-se, deformam-se sob tenséo de cisalhamento e
reorganizam seu conteddo em segundos (PATEL et al., 2015). A proteina Tau, que
também sofre LLPS, forma agregados na superficie das goticulas devido as
propriedades fisicas da interface dos condensados que alteram suas propriedades
moleculares, 0 que aumenta a propensdo a agregacdo. Essa ideia € apoiada pela
observacdo de que solugbes concentradas de Tau (50 uM) sofrem LLPS e a
supersaturacdo intracelular de Tau, incluindo outras proteinas, estd associada a
agregacao e doencas neurodegenerativas (WEGMANN et al., 2018). O mesmo ocorre

com a rPrp%-2%

que sofre separacdo de fases em altas concentracdes (44 uM). Além
disso, os granulos de ribonucleoproteinas induzidos por PrP abrigam caracteristicas das
MLOs (MOLLIEX et al., 2015), apontando para uma investigacdo essencial das
propriedades de transicdo de fase de PrP. Os NAs podem desencadear mudancas
conformacionais na PrP e induzir a agregacdo de proteinas de modo dependente da
estrutura, tamanho e sequéncia do NA (CORDEIRO et al., 2001; MACEDO et al.,
2012). Ademais, os efeitos observados na agregacdo de PrP dependem da
estequiometria do complexo PrP:NA (CORDEIRO et al., 2001). A rPrP® %! contém um
grupo de lisinas que pode interagir com os acidos nucléicos que, quando neutralizados,
resultam na formacdo de agregados do tipo PrP>® (GROVEMAN et al., 2014). Assim, é
possivel que a ligacdo a cofatores polianiébnicos, como acidos nucleicos, leve a
neutralizacdo do grupo de lisinas e, assim, promova a formacdo de PrP scrapie

(GROVEMAN et al., 2014).
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A presenca da PrP no citoplasma das células, incluindo os neurénios, foi
demonstrada e, embora o papel biolgico exato da interacdo de PrP com NAs ndo seja
totalmente conhecido, é possivel que a converséo estrutural de PrP® em PrP* possa ser
catalisada por NAs citoplasmaticos, que podem desempenhar um papel nas doencas
pridnicas (BERA; NANDI, 2014). De acordo com o que observado para a proteina
prion, outras proteinas relacionadas a doencas degenerativas sofrem LLPS induzidas por
ligacdo a &cidos nucléicos de modo dependente da estequiometria (MAHARANA et al.,
2018; TUROVEROV et al., 2019). Alta razdo proteina:NA, analoga ao ambiente do
citosol, induz maior efeito de LLPS, enquanto que a baixas razfes de proteina:NA,
como no ambiente nuclear, mantém proteinas em um estado solivel dindmico
(MAHARANA et al., 2018). Um trabalho recente descreveu LLPS de PrP® em tampéo
fisiologico e a adi¢do de oligdmeros B-amiloide (oligdmeros do peptideo AP) resultou
na formacdo de hidrogel contendo oligdmeros p-amiloide e PrP® (KOSTYLEV et al.,
2018). Com base nesta observacdo e em trabalhos anteriores mostrando agregacao de
PrP induzida por acidos nucleicos, hipotetizamos que NAs podem modular o processo
de oligomerizacdo, nucleando conjuntos de maior ordem resultando em condensados

biomoleculares.

Mudancas conformacionais no dominio C-terminal, especialmente em sua
transicdo para folha-3, podem expor motivos estruturais ou sequenciais que sdo capazes
de ligar a aptameros através de interacGes mais especificas do que aquelas estabelecidas
com a regido N-terminal (MACEDO; CORDEIRO, 2017). Neste trabalho experimental
de tese, foi investigada a interacdo de duas sequéncias de DNA aptaméricas de 25
nucleotideos (Al e A2) identificadas por SELEX, e foi usada uma sequéncia de Al
modificada (Al_mut) para inferir se a estrutura do NA seria relevante para a ligacéo e
desencadeamento de mudancas conformacionais em rPrP. Qs parametros
termodindmicos da interacdo PrP:aptdmero foram obtidos por ITC, revelando a
interacdo de alta afinidade de rPrP com Al e A2. Tanto Al como A2 induziram o
desenovelamento parcial de rPrP®?! como observado por CD. Trabalhos anteriores
mostram que um aptamero de RNA com uma estrutura em quadruplex se liga com alta
afinidade a PrP bovina e inibe a propagacdo de doencas pridnicas (MASHIMA et al.,
2009, 2013). Com base nos dados de CD, que indicaram o desenovelamento da proteina
e o fato de que a incubagdo com os aptdmeros leva a turbidez reversivel ao invés da

90-231
P

precipitacdo de proteina, avaliamos se rPr poderia sofrer LLPS e a capacidade dos
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aptameros na modulacdo desse efeito. rPrp®°2%

separa de fase sozinha em solucéo
aquosa e a adi¢do de aptdmero induz a formacdo de condensados liquidas menores e
mais abundantes. Por outro lado, a incubacdo de rPrP??*! com o aptamero mutado que
ndo adota uma estrutura em hairpin, AL_mut, ndo revelou a mesma extensdo de LLPS
que foi vista para Al e A2. Foi relatado que &cidos nucleicos especificos contendo
estrutura secundéaria podem nuclear a formacdo de condensados biomoleculares (CHAN
et al., 2013), mesmo em alta concentracdo de NA (MAHARANA et al., 2018). Em
contraste aos NAs altamente estruturados, A1_mut pode ndo fornecer um suporte para
rPrP%?% sofrer LLPS. De fato, rPrP:Al_mut na proporcdo molar de 5:1 se organizou
em agregados sélidos com fluorescéncia intrinseca caracteristica de amiloides. 1sso
corrobora com os dados de CD que ndo mostraram perda significativa de conteudo a-
helicoidal na presenga de Al mut, uma mudanca conformacional aparentemente
relevante para a separacdo de fases eficiente. Sugerimos que Al _mut interage de
maneira ndo especifica com rPrP*?*! levando a uma transicéo de fase para agregados

amiloides.

PrP é encontrada principalmente na superficie da célula, covalentemente ligada a
membrana através de uma ancora de GPI (PRUSINER, 1998). Assim, é discutivel como
e em qual compartimento biolégico PrP® interagiria com os 4cidos nucléicos e sofreria
LLPS. A infeccdo por PrP* geralmente é iniciada em 6rgdos periféricos, mas os
mecanismos envolvidos na sua propagacdo para o cérebro ndo sdo claros. Fevrier e
colaboradores mostraram que tanto a PrP® quanto a PrP>° foram ativamente liberadas no
ambiente extracelular antes e depois da infeccdo com prions de ovelhas. PrP¢ e Prp*
no meio foram associadas a exossomos, vesiculas membranosas que sdo secretas apos a
fusdo de endossomos com a membrana plasmatica. Esses dados sugeriram que 0S
exossomos podem contribuir para a troca de membrana intercelular e a propagacao de
prion por todo o organismo. Além disso, outras proteinas ancoradas a GPI ja
demonstraram ser incorporadas a exossomos, 0 que € consistente com a associacao
descrita (FEVRIER et al., 2004; GASSART et al., 2003). Outra provavel associacdo de
PrP a NAs sdo através de acidos nucleicos circulantes no soro sanguineo que podem
estar ligados a atividades relacionadas ao estresse em todo o corpo, incluindo a morte
neuronal associada a TSEs (ALAIS et al., 2008; GORDON et al., 2009).

78



Aglomerados de proteinas do tamanho de micrémetros podem ocorrer nas
membranas e tém sido associados a atividade sindptica (BANJADE; ROSEN, 2014;
ZHANG et al., 2017), abordando um possivel papel da separacéo de fases de PrP® na
formacdo de centros de sinalizacdo na membrana plasmatica. No entanto, como descrito
anteriormente, a PrP® ndo é encontrada apenas na membrana extracelular. Ha relatos de
PrP em locais alternativos, incluindo o citosol (MA; LINDQUIST, 2002; ZENG et al.,
2016). Para as proteinas ancoradas a GPI, estad bem estabelecido que estas circulam ao
longo da via secretoria, sendo translocadas para 0 RE apds a sintese e transportadas para
o aparelho de Golgi antes de serem direcionadas para a membrana plasmatica (MA;
LINDQUIST, 2002). Em condicfes especificas, PrP também foi encontrada no ndcleo
(MANGE et al., 2004; MIRONOV et al., 2003), destacando a possibilidade de um
encontro de PrP:NA. Alem disso, a formagdo de particulas ribonucleoproteicas
induzidas por uma forma citosoélica de PrP foi descrita (ZANUSSO et al., 1999). Esses
granulos de ribonucleoproteinas induzidos por PrP abrigam as caracteristicas das
organelas livres de membranas intracelulares (MOLLIEX et al., 2015), apoiando a idéia
de que PrP pode sofrer LLPS in vivo e sua desregulacdo pode evoluir para estados
patogénicos. A transicdo de fase conduzida pelos aptameros foi dependente da
estequiometria, uma caracteristica das proteinas que sofrem LLPS, como FUS e TDP-43
(MAHARANA et al., 2018). Por conseguinte, a localizacdo padronizada dos acidos
nucleicos no interior do meio celular pode proporcionar uma regulacdo espago-temporal

da separacdo de fases da PrP.

O envelhecimento associado a doenca pode levar a perda da eficiéncia no
transito nucleo-citosol, aumentando o tempo de residéncia da proteina no citosol, cuja
relacdo NA:proteina é baixa. Assim, a separacdo de fases € promovida e este estado
altamente dindmico pode constituir um evento primario para a maturacdo em agregados
sob estresse, similar a separacdo de TDP-43 (BEAUDOIN et al., 2009). Da mesma
forma, pesquisas promissoras sobre estabilizagdo de PrP® com uma pequena molécula
que mostrou baixa afinidade na faixa de micromolar (BIASINI, 2019) sugerem que 0s
aptameros de alta afinidade aqui descritos competiriam com os desencadeadores de
estresse. O presente trabalho sobre a modulacdo de aptdmeros na separacdo de fases
rPrP%2% também fornece novas informacdes sobre o desenvolvimento de terapias anti-

agregacao.
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6. Conclusdes

- A interacdo de rPrP com alta afinidade e especificidade aos aptdmeros Al e A2 foi
confirmada por ITC. A titulagdo de AL em rPrP?*?*! ¢ rPrP®?3! revelou constantes de
dissociacéo (Kd) de 838 e 232 nM. Para A2, a interacdo com rPrP?% gerou um Ky de

1,47 uM, enquanto a interacéo com rPrP*%*! gerou um Ky de 1,93 uM.

- rPrP®% foi capaz de se ligar a Al na presenca de NaCl 500 mM, desfazendo as
ligagdes apenas com NaCl a 800 mM. A ligacdo de rPrP® % com A2, nas mesmas
condicdes, ndo foi mantida, sugerindo uma diferenga no mecanismo de reconhecimento

dos aptameros rPrP%%3!,

- A caracterizacao das estruturas dos aptameros foi realizada por predic6es teoricas,
CD, RMN e SAXS, revelando que Al adota uma estrutura em hairpin, enquanto A2 ndo

apresenta uma estrutura definida em solugéo.

- A estrutura do DNA mutante de Al (Al_mut), foi caracterizada e se mostrou
semelhante ao aptdmero A2 que ndo possui uma estrutura mais estendida comparada ao
Al. Porém ndo foi possivel avaliar a interacdo rPrP®*:A1 mut por ITC

provavelmente devido a menor afinidade das espécies.

- A regi&o minima de Al que se liga com maior afinidade a rPrP*?*! foi investigada
por ITC, mostrando que Al _4 contendo 12 nucleotideos é a regido de maior afinidade.
Curiosamente, essa mesma sequéncia foi encontrada em mRNAs de varios genes do

contexto neuronal.

- Espectros de CD mostraram que a ligacdo ao aptdmero provocou o
desenovelamento parcial de rPrP®%*! resultando em uma agregacéo dinamica, altamente

dependente da razdo molar proteina:DNA.

- A capacidade de rPrP® %! de sofrer separacdo de fase liquido-liquido (LLPS)
sozinha e na presenca dos aptameros foi avaliada por DIC. Foi observado que a proteina
live se separou em goticulas grandes, enquanto que a ligacdo aos aptameros aumentou a
quantidade das goticulas mas reduziu o tamanho dos condensados. Além disso, foi
observado que Al_mut, que ndo forma uma estrutura em hairpin, induziu a transicao

para um estado menos fluido, sugerindo a formagao de estruturas sugestivas de amiloide
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na superficie das goticulas. Essa transicdo de estado liquido para sélido é uma
caracteristica de outros IDPs envolvidas em doengas neurodegenerativas.

- A interacdo PrP:NA leva a LLPS e a modulacdo desse efeito dependendo da
estrutura de NA e da estequiometria de ligacdo, destacando o papel dos NAs no

enovelamento da PrP e nas abordagens diagndsticas e terapéuticas para TSES.
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