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RESUMO

A degradacdo seletiva de muitas proteinas intracelulares € realizada pela via
ubiquitina, responsavel por mecanismos homeostaticos celulares como a regulacéo
de vias de sinalizac&o, endocitose e apoptose. Este processo € reversivel e regulado
negativamente pelas enzimas deubiquitinases (DUB), dentre as quais a familia USP
(ubiquitin specific protease) possui grande importancia no papel funcional da
proliferacdo e sobrevivéncia celular. Alteragdes na via ubiquitina sdo descritas em
condi¢des patoldgicas, devido a ocorréncia de danos em proteinas celulares, acumulo
intracelular proteico e reducédo da atividade proteossdmica, podendo resultar em
supressao da apoptose e progressao descontrolada do ciclo celular e suas diversas
sinalizagdes. Dentre as isoformas de USP2, a USP2a tem sido amplamente associada
a patogenia de tumores, seja por sua interferéncia em proteinas do ciclo celular,
oncoproteinas, e na via de degradacgao de receptores tirosina cinase, como o EGFR
(receptor de fator de crescimento epidermal). Por outro lado, existem poucos estudos
relacionados a caracterizacdo de USP2b, que poderiam identificar sua possivel
inferéncia em processos patologicos. Deste modo, o objetivo foi construir ferramentas
e estabelecer condi¢cbes experimentais para a investigacdo bioquimica das
deubiquitinases USP2a e USP2b. USP2b recombinante com cauda de histidina foi
produzida em bactérias E. coli Rosetta2(DE3) pLysS e submetida a protocolos de
purificacdo. Embora sem desfecho positivo na expressdo da USP2b nas condi¢des
citadas, obteve-se com sucesso a expressdo de USP2a e USP2b em células de
mamiferos (HeLa/HEK293T) utilizando-se diferentes métodos de transfeccéo
(lipofectamina e co-precipitacdo com calcio), possibilitando a identificac&o de picos de
expressao conforme a metodologia aplicada. Experimentos permitiram a identificacéo
de USP2a enddgena enriquecida na fracdo 30% de saturac&o de sulfato de aménio.
Além disso, o anticorpo monoclonal anti-USP2a secretado pelo hibridoma 4GD2,
previamente elaborado pelo grupo, permitiu a imunoprecipitagcdo de USP2a tanto
endogenamente expressa por células HelLa como superexpressa na linhagem
HEK293T. Evidéncias experimentais obtidas neste trabalho sugerem que a USP2b
tem a capacidade de estabilizar EGFR, de modo semelhante ao ja descrito para a
isoforma USP2a. Espera-se que os resultados gerados possam contribuir para o
desenvolvimento de novas ferramentas terapéuticas e diagndsticas bem como no
mecanismo de funcionamento destas deubiquitinases.

Palavras-chave: Enzimas deubiquitinases. USP2. USP2a. USP2b. EGFR. EGF.



ABSTRACT

Selective degradation of many intracellular proteins is performed by ubiquitin pathway,
which is responsible for cellular homeostatic mechanisms, such as regulation of
cellular signaling, endocytosis and apoptosis. Ubiquitylating modification is reversible,
negatively regulated by deubiquitinases enzymes (DUB), among which the USP family
(ubiquitin specific protease) has great importance in the functional role of cell
proliferation and survival. Disturbance on ubiquitin pathway are described under
pathological conditions, due to cellular proteins damage, intracellular protein
accumulation and reduction of proteasomic activity, may causing apoptosis
suppression, and uncontrolled cell cycle and its several signals. Amog USP2 isoforms,
USP2a has been widely associated in tumor pathogenesis, whether by their
interference with cell cycle proteins, oncoproteins, and on tyrosine kinase receptor
degradation pathway, such as EGFR (epidermal growth factor receptor). Meanwhile,
there are few studies on USP2b characterization, that could recognize its possible
inference in pathological processes. Therefore, the aim of this study was to create tools
and establish experimental conditions for deubiquitinases USP2a and USP2b
biochemical investigation. Recombinant USP2b with histidine tail was produced in E.
coli Rosetta2(DE3) pLysS bacteria for purification protocols, however, not resulting on
the expected expression. USP2a and USP2b expression in mammalian cells
(HeLa/HEK293T) was successfully obtained by different transfection methods
(lipofectamine and calcium co-precipitation), enabling identification of expression
peaks according to the methodology applied. Experiments allowed identification of
endogenous USP2a enriched in the fraction of 30% ammonium sulfate saturation.
Also, anti-USP2a monoclonal antibody secreted by 4GD2 hybridoma, previously
obtained by the group, allowed USP2a immunoprecipitation at Hela cells
endogenously expression, and on HEK293T at overexpression conditions.
Experimental evidences of this study suggest that UPS2b has the ability to stabilize
EGFR, in a similiar manner already described in USP2a isoform. The obtained results
are expected to contribute to new therapeutic and diagnostic tools development, as
well as the functioning mechanism of these deubiquitinases.

Keywords: Deubiquitinases enzymes. USP2. USP2a. USP2b. EGFR. EGF.
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1 INTRODUGCAO

A degradacao seletiva de muitas proteinas intracelulares em eucariotos é
realizada pela via ubiquitina, responsavel por varios mecanismos homeostaticos
celulares. Dentre eles, a sinalizagdo de proteinas para degradagao por proteossomos
ou lisossomos, e demais fungbes essenciais no ciclo celular, como a regulacao de
endocitose e apoptose (DOWNES et al., 2005, HOCHSTRASSER, 2009) séao
alguns exemplos.

Ubiquitinac&o € um processo reversivel, e atua como sinalizador importante
ao direcionar a localizagéo, o destino e a intera¢do entre proteinas (HAGLUND; DIKIC,
2005). Enzimas deubiquitinases (DUBs) s&o proteases capazes de remover ou
remodelar a ubiquitina ou suas cadeias, permitindo um equilibrio no processo de
ubiquitinacdo (REYES-TURCU; VENTII; WILKINSON, 2009).

Entre as DUBs, destaca-se a familia USP, no qual USP2 possui papel
importante na proliferacdo e sobrevivéncia celular, regulando proteinas essenciais
para a progressao celular (SHEN et al., 2013). O gene usp2 tém trés formas de
processamento alternativo de RNA, resultando em diferentes isoformas de USP2,
como USP2a, USP2b e USP2c (HERSHKO; CIECHANOVER,1998;, GOUSSEVA;
BAKER, 2003; YE; RAPE, 2009).

A funcdo de USP2 no contexto da fisiologia normal das células ainda esta
sendo investigada, entretanto sua expressao alterada pode resultar em condi¢cdes
patologicas, caracterizadas pelo aumento de danos em proteinas celulares, acumulo
intracelular proteico e redugdo da atividade proteossémica (PRIOLO et al., 2009;
SCHMIDT; FINLEY, 2014). Como exemplo, ocorrem em neoplasias, quando
geralmente observa-se uma superexpresséo ou hiperativacdo de proteinas capazes
de promover uma progressao descontrolada na via do ciclo celular ou supresséo da
apoptose (JOHNSON, 2015).

Neste contexto, ja foi observado a relagdo da USP2a em varios tipos de
cancer por sua interacdo com proteinas especificas envolvidas em varias fases do
ciclo celular, demais oncoproteinas (GRANER et al., 2004; STEVENSON et al., 2007,
ALLENDE-VEGA et al., 2010; JEONG et al., 2015), e na via de degradacéo de EGFR
(LIU et al., 2013; McCANN et al., 2016; SAVIO et al., 2016).

O EGFR é responsavel pela regulacdo de processos fisiologicos de

proliferacéo celular, diferenciacéo e sobrevivéncia celular (SCHLESSINGER, 2000).
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Sua endocitose é consequéncia normal da ativagéo do receptor, sendo essencial para
regulagdo de sua sinalizagdo (BURKE; SCHOOLER; WILEY, 2001). Entretanto,
existem diversos complexos proteicos ao longo da via endocitica capazes de interagir
e modular a endocitose dos receptores (GLAGUE; URBE, 2006). Dentre esses
complexos, destaca-se o papel da ubiquitina, que atua como sinal de direcionamento
das proteinas da superficie celular internalizadas, direcionando-as para a degradacao
lisossomal e, consequentemente, atuando como regulador negativo de sua
sinalizacdo (KATZMANN; ODORIZZI; EMR, 2002).

Existem diferentes DUBs capazes de interferir na endocitose de EGFR por
diferentes mecanismos (SAVIO et al., 2016), influenciando positiva ou negativamente
neste processo (McCANN et al., 2016). A relacdo de USP2 na via de degradacé&o do
EGFR ja foi previamente estudada por nosso grupo, observando a interferéncia da
USP2a como regulador negativo da degradagéo deste receptor (LIU et al., 2013),
entretanto, desconhece-se a fungéo da isoforma USP2b nesse processo.

Apesar dos grandes esforgcos no desenvolvimento de inibidores de USP2,
nenhum composto tem comprovado efeitos clinicos especificos e altamente eficazes
(D’ARCY; WANG; LINDER, 2015). Esforcos tém sido feitos para obtengéo de
proteinas recombinantes USP2, sendo obtido com sucesso a expresséo da USP2a
em bactérias e células de mamiferos por nosso grupo. Entretanto, a isoforma USP2b
ainda carece de informagdes sobre sua expressao, cinética e demais caracteristicas,
como forma de contribuir na compreensao contextualizada da funcéo destas proteinas
em situacdes fisioldgicas normais e patoldgicas, para futuramente inferir tais produtos

no desenvolvimento de ferramentas terapéuticas e diagnosticas.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Construir ferramentas e estabelecer condigdes experimentais para a

investigacao bioquimica das deubiquitinases USP2a e USP2b.

1.2.2 Objetivos especificos

e Expresséo e obtencéo de USP2b recombinante em bactérias;
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Caracterizagao adicional do anticorpo monoclonal anti-USP2a secretado pelo
hibridoma 4GD2;

Avaliagéo da cinética de expressao de USP2a e USP2b em sistema de células
de mamiferos;

Avaliagdo da estabilizacdo de EGFR em condi¢des de superexpressao

de USP2b.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SISTEMA UBIQUITINA

A degradacdo seletiva de muitas proteinas intracelulares e da membrana
plasmatica em células eucariotas € realizada pela via ubiquitina. Processo dindmico
no qual a ubiquitina, um polipeptidio de 76 aminoacidos altamente conservado, se liga
a proteinas para promover seu direcionamento de degradacdo proteossémica ou
lisossomal. Esta via é responsavel por fungdes essenciais no controle e progressao
do ciclo celular, como na sinalizacado de transdugao, transcricdo, regulacdo da
endocitose e apoptose, assim como no reparo de DNA e complexos proteicos
(HOCHSTRASSER, 2009; HUANG; D’ANDREA, 2006).

A ligacdo ubiquitina-substrato (ubiquitinagcéo) ocorre por meio da agéo de uma
cascata enzimatica, resultando na conjugacéo da regido C-terminal da ubiquitina ao
residuo de lisina na proteina alvo. Neste processo, ha envolvimento de enzimas
ativadoras (E1), conjugadoras (E2) e ubiquitina-ligases (E3), sendo estas ultimas
responsaveis pelo reconhecimento e especificidade da ligagdo (JOHNSON, 2015).

Ubiquitinacdo é uma modificagdo pos-traducional reversivel, e a regulacéo
desta via € particularmente importante. A ubiquitina atua como sinalizador especifico
de ativacao de func¢des celulares (por exemplo, na degradagao ou trafego intracelular),
enquanto as DUBs servem como reguladores negativos, por remover a ubiquitina de
seus substratos, e entdo, impedir o seu processo de degradac&do ou modificar sua rota
de direcionamento intracelular (HERSHKO; CIECHANOVER, 1998).

Enzimas deubiquitinases desempenham fungdes importantes em diversos
processos celulares, incluindo: regulacdo da degradacao proteossdmica, regulacéo
no ciclo celular, reparo de DNA danificado, ativacao de enzimas cinases, e endocitose
(REYES-TURCU; VENTII; WILKINSON, 2009). Alteragdes na via de degradacéo por
deubiquitinases podem resultar em condi¢cbdes patoldgicas, como cancer, doencas
neurodegenerativas e desordens metabdlicas (SCHMIDT; FINLEY, 2014).

A ubiquitinacdo e o destino de proteinas alvo séo, portanto, resultados da acéo
de enzimas ubiquitina-ligases e deubiquitinases, nos quais uma infinidade ja
foi identificada, sendo o desafio atual identificar seus alvos associados (ROUGIER
et al., 2015).
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FIGURA 1 — VIA DE MODIFICACAO POR UBIQUITINA

1. Activation
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FONTE: Adaptado de HEATON; BORG,; DIXIT (2016).
NOTA: Ubiquitina (Ub) se liga a proteina alvo (substrate) por meio da cascata formada pelas enzimas
ativadoras (E1), conjugadoras (E2) e ubiquitina-ligases (E3). Enquanto as enzimas deubiquitinases
(DUB) remodelam as modificagdes de ubiquitina, antagonizando os efeitos funcionais da ubiquitina.

O genoma humano codifica aproximadamente 100 DUBs que sé&o
classificadas em cinco familias de acordo com os seus dominios cataliticos: cisteina
ou zinco (NIJMAN et al, 2005). A existéncia de muitas enzimas
deubiquitinases distribuidas em familias sugere um alto grau de especificidade de
substratos (REYES-TURCU; VENTII; WILKINSON, 2009).

Dentre essas familias, a USP € uma das maiores e mais distintas familias do
tipo cisteino proteases, possuindo cerca de 56 enzimas que apresentam duas regides
altamente conservadas em seu sitio catalitico: Cys-box e His-box (YE; RAPE, 2009;
SHEN et al,, 2013). Enzimas do grupo USP tém uma diversidade de fung¢des
regulatorias de processos bioldgicos, como controle do ciclo celular, reparo do DNA,
remodelamento da cromatina, € nas varias vias de sinalizac&o alterada em neoplasias
(HOELLER,; DIKIC, 2009).

Dentre as varias isoformas de USP2, pelo menos trés s&o resultantes do
processamento alternativo de RNA: USP2-69 (USP2a), USP2-45 (USP2b), e USP241
(USP2c), compartilhando similaridades de sitio catalitico mas com diferengas nas
extensbées N-terminais, sendo produzidas proteinas de 69 kDa, 45 kDa e 41 kDa,
respectivamente (GOUSSEVA; BAKER, 2003).

As isoformas USP2a e USP2b, apesar de possuirem o mesmo sitio catalitico,

apresentam diferencas nos seus dominios N-terminais, que podem entdo estar
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envolvidos na sua especificidade. Além disso, USP2a possui um dominio N-terminal
mais longo, que possivelmente pode regular sua localizagc&o subcelular ou atuar como
dominio auto inibitério (OBERFELD et al., 2011).

De fato, DUBs contém insercdes e extensdes nas regides N- ou C-terminais
que participam nas etapas de reconhecimento do substrato, em suas interacbes com
proteinas, e na localizagédo celular e atividade catalitica da DUB. Dessas extensdes,
existem os dominios de interacdo da proteina com o substrato ou seus adaptadores;
e dominios de ligagao da ubiquitina, que podem atuar no reconhecimento da ubiquitina
e suas cadeias. Por isso, algumas DUBs possuem capacidade de reconhecer as
ligacdes de cadeias poli-ubiquitinadas, ou diretamente a prépria proteina ubiquitinada
(REYES-TURCU; VENTII; WILKINSON, 2009).

De acordo com RENATUS et al. (2006), USP2 e ubiquitina possuem a
capacidade de formar um complexo de possivel alta seletividade para os substratos
ligados com ubiquitina.

Em comparagdo com USP2b e USP2c, a fungdo da USP2a foi estudada
extensivamente (ZHANG et al., 2014), principalmente na patogenia de tumores. A
relacéo de USP2a com propriedades oncogénicas ja foi demonstrada em varios tipos
de cancer (por exemplo, préstata, pulmao e bexiga) devido a interagcdo com proteinas
especificas envolvidas em varias fases do ciclo celular, como FASN, Mdm2, MdmX e
demais oncoproteinas relevantes que sao utilizadas como substratos (GRANER et al.,
2004; STEVENSON et al., 2007; ALLENDE-VEGA et al., 2010; JEONG et al., 2015).

A relacdo USP2a-EGFR avaliada pelo nosso grupo também demonstrou a
interferéncia em tumores de células ndo-pequenas do cancer de pulmao, no qual a
superexpresséo de USP2a promove alteracéo na regulacéo negativa do receptor por
endocitose, resultando na reciclagem da forma ativa do receptor EGFR, o qual é
associado com carcinogénese. Portanto, USP2a antagoniza a endocitose de EGFR e
amplifica a atividade de sinalizagdo do receptor (LIU et al., 2013).

Estudos com a isoforma USP2b relataram sua interacdo em diversos
processos, como: na deubiquitinagdo de canais de sodio epiteliais (EnaC) do rim,
responsaveis pela homeostasia e controle da presséo sanguinea (OBERFELD et al.,
2011); na deubiquitinacdo em canais de calcio voltagem dependentes da membrana
plasmatica, responsaveis pela homeostasia celular de calcio (ROUGIER et al., 2015);
na regulacéo de complexos do ciclo circadiano (SCOMA et al., 2011); na regulacéo

negativa de produgédo de interferon em infec¢des virais (ZHANG et al., 2014); no
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balango de sédio no organismo por meio do direcionamento do recepetor de
mineralocorticéide para degradacdo (FARESSE; DEBONNEVILLE; STAUB, 2013); e
na regulacdo circadiana de glicose no figado, mantendo homeostasia de glicose
plasmatica (MOLUSKY et al., 2012).

Previamente, nosso laboratorio desenvolveu projetos que permitiram a
clonagem e expressdo com sucesso da isoforma USP2a e a geragéo de hibridomas
especificos para esta isoforma (ROCHA, 2016). Entretanto, ndo ha anticorpos
monoclonais comercialmente disponiveis que sejam capazes de distinguir as
isoformas USP2a e USP2b.

Além disso, uma vez que ainda nao foi estabelecido se a USP2b (USP2-45)
poderia ter propriedades oncogénicas, a producédo de anticorpos monoclonais para
esta proteina certamente sera fundamental para compreender seu papel no
estabelecimento do fendtipo tumoral e sua possivel relacdo na endocitose de

receptores, como o EGFR.

2.2 VIA DE DEGRADACAO ENDOCITICA DOS RTK

Fatores de crescimento sao ativados por receptores tirosina-cinases (RTK) na
superficie celular, o complexo formado EGF-EGFR séo rapidamente internalizados
por endocitose e desencadeando a sinalizacdo do crescimento e proliferacao celular
(MIZUNO et al., 2005). A endocitose é, portanto, a principal via de regulagdo da
sinalizacéo de processos de transdugéo iniciados por RTK (GOH; SORKIN, 2013),
permitindo a interacdo dos receptores com moléculas de sinalizagdo e,
consequentemente, respondendo aos estimulos extracelulares, sendo sua sinalizagao
regulada pela reciclagem ou degradacdo de seus receptores (DOHERTY;
MCMAHON, 2009).

A intensidade, duragcéo e especificidade da transducao de sinal de RTK séo
reguladas pela via endocitica sendo que, apos a sua rapida internalizagdo, estes
receptores sdo direcionados para degradagdo intracelular via endossomos e,
consequentemente, permitindo uma regulacdo negativa da sinalizagcado (DIKIC;
GIORDANO, 2003).

Os endossomos compreendem um sistema de compartimentos
heterogéneos, sendo geralmente caracterizados como ‘iniciais’ ou ‘tardios’

dependendo da cinética de seus compartimentos carregados com o material
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endocitado. Esses endosomos também se diferenciam por sua morfologia, sendo que
os Iniciais tendem a ser tubulares e localizados na periferia celular, enquanto os
endossomos tardios s&o mais esféricos e localizados principalmente proximos ao
nucleo (MARMOR; YARDEN, 2004).

A internalizacdo dos RTK ativados com seus ligantes pode ocorrer por
invaginagdes da membrana plasmatica dependente ou independente de clatrina.
Ambas as formas destinam proteinas da superficie celular para os endossomos
inicias, sendo a endocitose mediada por clatrina a principal e a mais rapida via de
internalizacéo de RTK e seus ligantes (GOH; SORKIN, 2013).

Na via dependente de clatrina, as invaginagbes da membrana s&o
transportadas para os endossomas iniciais, que procedem a um processo de
maturacdo e fusdo com um subconjunto de endosomos tardios. A segregacdo em
endossomas tardios envolve invaginagdo da membrana limitante do lumen, formando
vesiculas internas conhecidas como corpos multivesiculares (MVB). O MVB
eventualmente se funde com o lisossoma, destinando o conteudo interno de suas
vesiculas para a degradacao por enzimas hidroliticas no lisossoma (KATZMANN;
ODORIZZI; EMR, 2002; MARMOR; YARDEN, 2004).

Nesta via de degradacido endocitica, os endossomos iniciais atuam como
ponto de classificacdo dos receptores endocitados, para serem reciclados ou
destinados a degradacéo lisossomal (CLAGUE: LIU; URBE, 2012). Da mesma forma
que os RTK localizados na membrana de endosomos iniciais, 0os que se localizam nas
membranas dos MVBs também podem ser reciclados para a superficie celular,
enquanto os RTK ja internalizados nas vesiculas intralumiais dos MVBs s&o incapazes
de serem reciclados, permanecendo nas MVBs para maturacdo em endossomos
tardios (GOH; SORKIN, 2013).

Entretanto, a internalizac&o constitutiva € muito mais demorada do que a
reciclagem dos endossomas para a superficie celular, desta forma, os RTK se
acumulam na superficie celular, permitindo maior acesso aos seus ligantes
extracelulares. E as taxas de internalizacao, reciclagem e degradacao determinam a
meia-vida de uma RTK, variando com a sua natureza e tipo celular, mas normalmente
se correlaciona positivamente com o seu nivel de expressao (GOH; SORKIN, 2013).

Neste sentido, o direcionamento de RTK para degradacao lisossomal

determina crucialmente a duracdo da sinalizacdo dos fatores de crescimento
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(FUTTER et al., 1996), sendo determinante para o término da sinalizagdo para
proliferacéo celular exacerbada das células (MIZUNO et al., 2005).

A ubiquitinagc&o atua como sinal de direcionamento de endossomas Iniciais
para lisossomas, atuando como regulador negativo da sinalizacdo de proteinas da
superficie celular (KATZMANN; ODORIZZI; EMR, 2002; MARMOR; YARDEN, 2004).
De acordo com GRUENBERG (2001), os receptores endocitados n&o ubiquitinados
escapam a incorporacao nas vesiculas de MVB e retornam a superficie celular por
meio da reciclagem dos endossomos.

A incorporagéo da ubiquitina € mediada pela enzima c-Cbl, que € um tipo de
ubiquitina ligase (E3), que interage com proteinas levando a ubiquitinacdo de RTK em
multiplos residuos de lisina (HAGLUND et al., 2003). A ubiquitinagdo de muitos
receptores e canais idnicos resulta na sua endocitose e degradacéo, mas até que elas
sejam incorporadas as vesiculas invaginadas do lumen de MVBs, o destino desses
receptores pode ser revertido por meio da agéo de DUBs (McCANN et al., 2016).

Enzimas DUBs s&o capazes de remover a ubiquitinagéo, e sdo descritas em
diferentes processos bioldgicos, tais como reciclagem de proteinas ubiquitinadas que
sao direcionadas para degradacé&o proteassomal ou lisossomal; ou na alternancia de
cadeias poli- para monoubiquitinadas (AMERIK; HOCHSTRASSER, 2004).

A endocitose e sua consequente degradacao de receptores e canais idnicos
precisam ser rigidamente controlados a fim de evitar sinalizacdo exacerbada e seu
possivel potencial patoldégico. O papel das DUBs na regulagéo de endocitose, na
classificacao endossomal e na degradacdo do receptor foram amplamente estudadas
na ultima década, entretanto, ainda ha outras questdes a serem estudas, em especial,

sua implicagéo exata na regulagao deste processo (McCANN et al., 2016).

2.3 VIA DE DEGRADACAO ENDOCITICA DO EGFR

O EGFR é um RTK responsavel pela regulacéo de processos fisioldgicos de
proliferacéo celular, diferenciacéo e sobrevivéncia celular (SCHLESSINGER, 2000).
Entretanto, sua atividade anormal como superexpressdo de EGFR, mutagcdo ou
defeitos na regulacdo negativa do receptor podem prolongar a sua sinalizagéo,
resultando em crescimento ou desenvolvimento celular anormal (KATZMANN,;
ODORIZZI; EMR, 2002), podendo influenciar na formagédo de células tumorais e
contribuindo para sua malignidade (MELLINGHOFF; CLOUGHESY; MISCHEL, 2007).
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O EGF, seu ligante, € um peptideo secretado que estimula o crescimento e
divisdo celular por meio da ligacéo e ativacéo de seu receptor EGFR na membrana
plasmatica, que por sua vez, recruta e fosforila moléculas sinalizadoras intracelulares
(KATZMANN; BABST; EMR, 2001).

Uma vez que o EGFR ¢é ativado, o complexo formado com seu ligante passa
por diversas modificacdes estruturais e bioquimicas, seja por efeitos alostéricos, pela
fosforilacdo da tirosina (VAN DER GEER; HUNTER; LINDBERG, 1994; KOVACS et
al.,, 2015) e ubiquitinagcdo, levando ao recrutamento de moléculas adicionais de
sinalizacdo e ativando sua regulacédo negativa via endocitose (LEVKOWITZ et al.,
1998).

Dependendo da dose de EGF, o EGFR-EGF pode ser internalizado por vias
dependentes ou independente de clatrina, os quais estdo associados a resultados
distintos de sinalizagdo. A via dependente de clatrina € ativada por baixas
concentragcbes de EGF e é crucial para manter a sinalizacdo do EGFR, enquanto a
via independente de clatrina € essencial para a degradacdo de EGFR em altas
concentragbes (CONTE; SIGISMUND, 2017).

Portanto, quando ha acumulo suficiente de EGFR ativado na superficie
celular, ha saturacéo da via dependente de clatrina, e entdo, o conjunto de receptores
ativados séo internalizados pelas vias de internalizacao independentes de clatrina
(SIGISMUND et al., 2005). Desta forma, em condi¢cbes de alta ativagéo do receptor
por altas doses de EGF, a ativagdo de internalizagdo por vias independentes de
clatrina protege as células da superestimulacao (SIGISMUND et al., 2008).

Por outro lado, na auséncia do seu ligante, os complexos sdo endocitados e
os receptores reciclados de volta a superficie celular, mas ndo especificamente
recrutados para invaginacdes revestidas com clatrina (MELKER et al., 2001).

Na via de degradagéo por endocitose, o complexo formado EGF-EGFR é
conduzido por uma série de compartimentos endossomais, dos endossomos iniciais
ao destino final de degradacdo lisossémica, determinado por meio da fusdo de
proteinas nos MVBs com os lisossomos pré-existentes (KATZMANN; ODORIZZI;
EMR, 2002).

Os EGFR internalizados ainda podem associar-se a proteinas de sinalizagéo
para ativar efetores intracelulares, entretanto, quando essas proteinas alcan¢gam os
MVB resultam na segregac¢ao do dominio citoplasmatico do seu receptor, encerrando
a sinalizagcdo (MARMOR; YARDEN, 2004).
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Este processo de degradacdo endocitica resulta na regulacédo negativa do
receptor e sua sinalizacao, consequentemente, falhas nessa regulagcdo podem
prolongar a sinalizagao do fator de crescimento. Desta forma, a regulac&o negativa do
EGFR é uma etapa fundamental para garantir a correta sinalizacdo celular
(KATZMANN; BABST; EMR, 2001). Sendo a duragéo, intensidade e especificidade do
processo de sinalizacdo diretamente influenciada pela sua via de degradacéo
(SORKIN; ZASTROW, 2002). E embora a degradacdo seja o destino final dos
receptores internalizados, a taxa de degradacédo € muito mais lenta do que sua taxa
de internalizagédo (BURKE; SCHOOLER; WILEY, 2001).

Na sinalizacdo para degradacéo lisossomal, alguns efetores possuem funcéo
essencial, como a ubiquitinacdo do EGFR, que refere-se a conjugacéo da ubiquitina
ao grupo 3-amino de um residuo de lisina ao substrato EGF pela enzima E3 ubiquitina
(Ub) ligase (c-Cbl) (LEVKOWITZ et al., 1998).

De acordo com o modelo proposto de MELKER et al. (2001), a ubiquitinagao
mediada por c-Cbl auxilia o recrutamento de EGFR ativado para as invaginagdes
revestidas por claritrina, e entdo aumentando a internalizacdo do complexo por
endocitose e posteriormente direcionado para o lisossoma juntamente com o EGFR.

Proteinas podem ser modificadas em um unico ou em multiplos residuos de
lisina, por uma unica ubiquitina ou por oligdbmeros de ubiquitina. Variagcdes de
comprimento e configuragdo da ubiquitina ou de sua(s) cadeia(s) sdo determinantes
no destino da proteina alvo (PICKART, 2001; KOMANDER; RAPE, 2012).

As proteinas podem ser ligadas a um Uunico residuo de ubiquitina
(monoubiquitinagdo), por multiplos residuos individuais (multiubiquitinacéo), ou por
cadeias de cadeias de quatro ou mais ubiquitinas (poliubiquitinagédo) (MARMOR;
YARDEN, 2004) formadas pela ligagdo de multiplas ubiquitinas entre si através dos
seus N-terminais (cadeia linear) ou em um dos seus residuos de lisina (K): K&, K11,
K27, K29, K33, K48 e K63 (KOMANDER; RAPE, 2012).

Proteinas mono e multiubiquitinadas s&o tipicamente marcadas para
endocitose e degradacgéao lisossomal (PICKART, 2001). E proteinas poliubiquitinadas
em K48 s&o seletivamente marcadas para degradagao por proteossomos, enquanto
K63 é descrita nos processos de sinalizagéo celular (FIGURA 1) (HAGLUND; DIKIC,
2005, WOELK et al., 2007).

A agéo da enzima c-Cbl resulta na monoubiquitinagédo de EGFR em multiplos

sitios de lisina quando estimulados por EGF durante o processo de internalizagéo
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endocitica dependente de clatrina (HAGLUND et al., 2003), entretanto, a mudanca
para a via independente de clatrina é dependente da poliubiquitinagdo do receptor por
meio de sua ligacdo estavel com a enzima (POLO; DI FIORE; SIGISMUND, 2014).

A monoubiquitinacdo de uma proteina de superficie celular indica ser
importante para sua internalizagdo por endocitose, sendo suas etapas subsequentes
de trafego endossomal também dependentes dessa ligacdo. Da mesma forma, a
internalizaca@o de alguns substratos € auxiliada pela ligacdo de ubiquitina na forma de
mondmeros ou cadeias curtas ligadas em K63. Entretanto, o ponto mais dependente
de ubiquitina apds a endocitose é a classificacdo de proteinas na fase de maturagao
dos endossomos tardios e MVB (KATZMANN; ODORIZZI; EMR, 2002).

FIGURA 2 - DIFERENTES MODIFICACOES POR UBIQUITINA E SUAS FUNCOES
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FONTE: WOELK et al. (2007).
Nota: Representacdo esquematica das diferentes modificacdes por ubiquitina e seus respectivos
papéis funcionais. O ponto de interrogacao indica fungdes ainda desconhecidas da forma de cadeias
ramificadas.
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Concordantemente, demais autores observaram que receptores com a adi¢éo
de cadeias de poliubiquitina ligadas a K63 apresentam potencializacdo de sua
endocitose (LAUWERS: JACOB; ANDRE, 2009; HUANG et al., 2013).

Nos estudos com EGFR, esta fun¢do da ubiquitinagéo tem sido controversa,
sendo apontada em alguns estudos como n&o sendo necessaria para a internalizagao
de EGFR (HUANG; GOH; SORKIN, 2007), ou dispensavel para a endocitose (DUAN
et al., 2003). Em outros estudos, relata-se a ligacao da ubiquitina como essencial no
seu processo de endocitose, sendo implicada tanto na endocitose mediada por ligante
(HUANG; D'’ANDREA, 2006; KATZAMANN et al., 2002), quanto no direcionamento
para a via degradacao lisossomal por permitir a invaginacao independente de clatrina
(SIGISMUND et al., 2008).

Da mesma forma, também tém sido apontadas controvérsias quanto a forma
de ubiquitinagdo de EGFR, sendo descritas formas monoubiquitinadas (HAGLUND et
al., 2003; MOSESSON et al., 2003), poliubiqutinadas (HUANG; D’ANDREA, 2006) ou
por uma mistura de cadeias mono- e poliubiquitinas (MELKER et al., 2001; LIU et al.,
2013).

A ubiquitinacdo é um processo reversivel por meio da acdo de enzimas
deubiquitinases, que sao proteases que invertem a ubiquitinagdo ou remodelam a
cadeia de poliubiquitina das proteinas alvo, podendo ocorrer alteracdo do seu destino
ou modulagio de sua atividade, permitindo, portanto, um equilibrio no processo de
ubiquitinacédo (REYES-TURCU; VENTII; WILKINSON, 2009).

A remoc¢ao da ubiquitina de seus conjugados ocorre de forma eficiente pelas
DUBSs, previamente a chegada das proteinas nos lisossomos (ALWAAN; LEEWEN,
2007). Desta forma, a agéo de DUBs, além de atuar como reguladores negativos da
protedlise, mantém taxas fisioldgicas de ubiquitina livre na célula por meio de sua
reciclagem, e também atuam na modulagédo do trafego, sinalizacédo e transdugéo de
sinal de proteinas da membrana plasmatica (AMERIK; HOCHSTRASSER, 2004).

De acordo com SAVIO et al. (2016), DUBs podem atuar na via endocitica de
EGFR em trés niveis diferentes: na internalizagdo, na triagem endossomal e nas
MVBs. Na internalizac¢ao, a ubiquitina influencia a via de entrada; na triagem, o trafego
para o lisossoma ou reciclagem de receptores; e nos MVBs, as deubiquitinases atuam
na manutenc¢ao de reserva de ubiquitina livre em proteinas direcionadas a degradacgao

lisossomal.
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A endocitose e direcionamento lisossomico do EGFR s&o, portanto, uma
consequéncia normal da ativagéo do receptor (BURKE; SCHOOLER; WILEY, 2001),
sendo reguladas por diversos complexos proteicos ao longo de sua via, 0s quais
possuem capacidade de modular suas etapas do processo (MARMOR; YARDEN,
2004). Como, por exemplo, o estado de ubiquitinagdo de EGFR que é determinado
pelo balango entre a ubiquitinac&o e a desubiquitinagcdo (ALWAAN; LEEWEN, 2007,
CLAGUE; URBE, 2006). Sendo assim, quando hé inibicdo da sua degradacao,
consequentemente havera aumento de sua sinalizagcdo, pois 0 processo de
internalizacdo em si nao se constitui como processo de atenuagédo do seu sinal
(BURKE; SCHOOLER; WILEY, 2001).

2.4 RELACAO DAS DUB NA DEGRADACAO DE EGRF

A relacdo das DUBs na endocitose, internalizagéo e degradacéo tém sido
amplamente estudadas por diversos autores, assim como as deubiquitinases AMSH,
USP8, USP2, USP18, sendo observadas fungdes tanto de regulagdo positiva ou
negativa como degradacéo de EGFR (MCCANN et al., 2016).

Um dos estudos mais recentes realizado por Savio et al. (2016) analisou 92
DUBs por meio de triagem de siRNA, e identificou que, pelo menos, 18 possuem a
capacidade de afetar a cinética de degradagcéo de EGFR. Sendo observados trés
fendtipos principais ao nocautear DUBs: taxa de degradac&o acelerada, lenta ou
similar ao controle.

As deubiquitinases que apresentaram caracteristica de prevencdo da
regulacéo negativa de EGFR sdo AMSH, USP8, USP2a (MCCULLOUGH; CLAGUE;
URBE, 2004; MIZUNO et al., 2005; LIU et al., 2013). Dentre estas DUBS, AMSH e
USP8 apresentam acbes controversas em alguns estudos, sendo demonstrado
também o seu papel no aumento da regulagéo negativa de EGFR (MA et al., 2007;
ALWAN: LEEWEN, 2007).

Entretanto, o consenso sobre a classificagédo endossomal sugere que AMSH
e USP8, na maioria das vezes, favorecem a incorporacao de receptores nas vesiculas
dos MVBs e consequentemente, auxiliam na degradacéo lisossomal. Sendo que as
variagbes observadas por diferentes grupos sobre essas DUBs na endocitose e
degradacéo de EGFR pode ser resultado das diferengas nos modelos e condi¢des
celulares utilizadas em cada estudo (MCCANN et al., 2016).
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A relagéo de USP8 na degradacéao de EGFR foi observada de forma indireta,
por meio da regulacéo de renovacgao de proteinas do complexo ESCRT-0, Hrs e STAM
(ALWAN; LEEUWEN, 2007). Enquanto a USP18 foi observada como reguladora de
EGFR por meio de interferéncia na traducgéo de proteinas (DUEX; SORKIN, 2009).

Estudos prévios do nosso grupo com USP2a (LIU et al., 2013) observaram a
regulacéo negativa de degradacao de EGFR nos endossomos iniciais, € a reciclagem
de receptores ativos por acéo da USP2a, observadas por meio de co-localizagdo com
Rab11 (marcador de reciclagem de vesiculas), impedindo a sua degradacao
lisossomal. De acordo com o modelo proposto (FIGURA 2), USP2a desencadeia a
deubiquitinacédo de EGFR nos endossomos iniciais, sendo o receptor reciclado para a
membrana plasmatica ao invés de ser incorporado aos lisossomas, e

consequentemente impedindo seu direcionamento para degradacao lisossomal.

FIGURA 3 — MODELO PROPOSTO DA ESTABILIZACAO DE EGFR POR USP2a
EGF
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FONTE: LIU et al. (2013).
Nota: De acordo com o modelo proposto, (1) EGFR localizado na membrana plasmatica se liga ao EGF
e é dimerizado, (2) o EGFR ¢é ativado por autofosforilacdo, que por sua vez, estimula a ubiquitinaco
do receptor. (3) EGFR ubiquitinado é internalizado em endossomos iniciais, onde USP2a se localiza,
(4) que por sua vez, estimula a deubiquitinacdo de EGFR. (5) EGFR deubiquitinado é reciclado de volta
para a membrana plasmatica, e desta forma, USP2a previne a sua degradacio lisossomal.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 EXPRESSAO DE USP2b EM BACTERIAS

3.1.1 Protocolo de mini-expresséo

Os plasmideos utilizados nestes experimentos foram previamente elaborados
por nosso grupo (ROCHA, 2016). Foi utilizado o vetor pET28a(+) com cauda de
histidina contendo o inserto com a sequéncia completa de USP2b, sequéncia
NM_171997.3, (pET28a(+)+USP2b) para realizar transformacé&o bacteriana em E. coli
Rosetta2 (DE3) pLySs eletrocompentes.

Para obter bactérias eletrocompentes, foi utilizada a metodologia conforme
Sambrook e Russel (2001), preparando previamente aliquotas de 50 uL do cultivo da
bactéria desejada, e adicdo do vetor e posterior eletroporacdo — agcdo potencial de
1.40 kV para a introducédo do DNA na célula (eletroporador BioRad®). Apds os pulsos
elétricos induzidos, a aliquota foi adicionada a 1mL de meio LB (triptona 10 g/L, extrato
de levedura 5 g/L e NaCl 10 g/L) para recuperagédo celular durante 1 h em estufa
a 37°C.

Em seguida a incubacdo, a cultura foi plaqueada em meio sélido LB-Agar
contendo 30 pg/mL de canamicina (antibiético de resisténcia do plasmideo) e
cloranfenicol (antibidtico de resisténcia de E. coli Rosetta2 (DE3) e incubada durante
a noite a 37° C, para confirmac¢é&o do crescimento e indugao.

Colbnias obtidas em meio sdlido foram selecionadas para transformacéo e
expressdo em pequena escala (mini-expressédo), sendo também plaqueadas e
incubadas novamente em placas com meio solido, isoladamente para cada colbnia
identificada, para fins de armazenamento e identificacdo destas.

Para realizar a mini-expresséo, primeiramente, foram preparados pré-
indculos, nos quais as coldnias selecionadas foram inoculadas em frasco com 3 mL
de meio LB adicionado de seus antibiodticos (12 g/L triptona, 24 g/L extrato de levedura,
4 mL/L glicerol, 1770 mM KH2PO4 e 720 mM K2HPO4), e submetidas a incubacéo sob
agitacdo a 37° C. Posteriormente, os pré-indculos foram incubados em frascos
contendo 10mL de meio LB seletivo, na proporcao 1:50, submetidos a agitacdo de 210
RPM a 37° C até obtengédo de D.O. entre 0,5 e 0,8/600 nm.
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Com a obtengéo da D.O. desejada, primeiramente foram separadas aliquotas
de 1 mL para fins de controle negativo, e entdo foi adicionado 1 mM de isopropil8-D-
tiogalactosideo (IPTG) a cultura a qual foi incubada por 3 h a 37° C sob agitacéo, para
a inducéo da expressao da proteina recombinante.

As culturas foram centrifugadas por rotacbes e tempos variados, e 0
sedimento ressuspendido em 100 uL de tampéo de amostra redutor (60 mM Tris-Cl
pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 5% B-mercaptoetanol e 0.01% azul de bromofenol)
(LAEMMLI, 1970) e aquecido a aproximadamente 95° C por 20 min. Essas amostras
foram ent&o preparadas para separacéo eletroforética por SDS-PAGE e coradas com
azul de coomassie para verificar a capacidade da taxa de expressdo da proteina

recombinante.

3.1.2 Teste de solubilidade e protocolo de purificacédo

As aliquotas do sedimento (pellet) obtidos na etapa anterior foram congeladas
em freezer -80° C para realizagéo de testes posteriores de solubilidade e purificac&o.
Primeiramente, para avaliar a producdo de proteinas soluveis, foi realizado um
experimento utilizando o pellet, que foi dissolvido em 2 mL de tamp&o de lise nativo
(500 mM NaH2PO4, 0,5 mM NacCl, pH 8,0) sonicado com 5 pulsos de 20 segundos em
poténcia maxima, e entdo centrifugado a 4.000 x g por 3 min, sendo obtido o
sobrenadante nativo e o pellet.

O sobrenadante nativo foi adicionado a 50 uL de Ni-NTA agarose e incubado
por 1 h sob constante movimentacdo a temperatura ambiente. Em seguida, foi
centrifugado por 4.000 x g por 3 min, reservando o void do supernadante, e o pellet
formado com a resina lavado de 3 a 4 vezes com PBS, e centrifugado a 4000 RPM
por 2 min, descartando os sobrenadantes e obtendo como produto final a resina
lavada.

O pellet resultante da sonicagéo, por sua vez, foi dissolvido em 1 mL de
tampéo de lavagem com 8 M de ureia (8 M de ureia, 150 mM NaCl, 100 mMm
NaH2POa4), centrifugado a 4.000 x g por 3 min, desprezando o pellet e obtendo o
sobrenadante com ureia, o qual foi incubado com resina de Ni-NTA agarose por 1 h
sob constante movimentacao a temperatura ambiente. Apds a incubacio, a amostra

foi centrifugada por 4000 RPM por 2 min, separando o void desnaturante e
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armazenando o pellet formado com aresina, o qual € lavado de 3 a 4 vezes com PBS,
e obtendo como produto final a resina desnaturante.

As aliquotas dos produtos finais obtidos em cada etapa do teste foram
adicionados ao tampao de amostra redutor (60 mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 10%
glicerol, 5% B-mercaptoetanol e 0.01% azul de bromofenol) (LAEMMLI, 1970) e
aquecido a aproximadamente 95° C por 20 min, sendo utilizados para analise por
separacao eletroforética por SDS-PAGE e coradas com azul de coomassie para
verificar a capacidade da taxa de expressao da proteina recombinante nos diferentes
produtos obtidos e entéo, direcionando o protocolo de purificacdo da proteina com a
por¢cao do produto com maior concentracéo proteica.

Para confirmacao da especificidade das proteinas produzidas, paralelamente
foi realizado analise por Western blotting (WB), por meio de transferéncia das
proteinas para uma membrana de PVDF (polivinilideno difluorado) GE®, sendo esta
incubada com o anticorpo primario anti-6his (Roche®), e posterior incubagdo com
anticorpo secundario anti-mouse (Sigma®), e a reac&o revelada com ECL (Thermo
Fisher Scientific®).

3.1.3 Protocolo de purificacdo de USP2b

O protocolo de purificagdo da proteina foi realizado em amostras preparadas
em maior escala conforme metodologia descrita no tépico 3.1.1, e seguindo o
protocolo conforme o topico 3.1.2. O pellet resultante das etapas anteriores foi
ressuspendido em tampao de lise nativo (500 mM NaH2PO4, 0,5 mM NaCl, pH 8,0)
sonicado com 5 pulsos de 20 segundos em poténcia maxima, e entéo centrifugado a
12.000 x g por 30 min a 4°C, obtendo o pellet e o sobrenadante. Ao sobrenadante foi
adicionado resina de Ni-NTA agarose equilibrada com 20 mM de imidazol diluido em
tampé&o de lise nativo, e mantido sob constante agitag&o por 1 h e 30 min a 4° C. Apés
a homogeneizacdo, o sobre sobrenadante foi inserido em coluna de Ni-NTA agarose,
seguidas de duas lavagens com tampéao de lavagem 1 (100 mM NaH2PO4, 150 mM
NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,87), duas lavagens de tamp&o de lavagem 2 (100 mM
NaH2PO4, 150 mM NaCl, 40 mM imidazol, pH 9,0) e uma lavagem com tampé&o de
eluicdo (100 mM NaH2PQO4, 150 mM NaCl, 500 mM imidazol, pH 9,7).

O produto obtido da purificagéo foi armazenado em aliquotas, bem como os

residuos de cada etapa de lavagem, sendo as amostras utilizadas para analise por
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separacao eletroforética por SDS-PAGE e avaliadas sua especificidade por WB

conforme metodologia utilizada em 3.1.2.

3.2 AVALIACAO DA CINETICA DE EXPRESSAQO DE USP2a E USP2b EM
CELULAS DE MAMIFEROS

Os vetores utilizados para expresséo de USP2b em células eucariotas foram
previamente elaboradas por nosso grupo, utilizando o vetor pcDNAS.1(-)6his,
construido no proprio laboratério com cauda de histidina C-terminal, contendo o
fragmento a sequéncia completa de USP2b (pCDNA3.1(-)6his + USP2b) (ROCHA,
2016). O vetor de USP2a (pDEST+USP2a), também foi previamente elaborado por
nosso grupo (RIBEIRO, 2016), sendo utilizado para realizar as transfec¢des em
células eucariotas.

As transfecgbes foram realizadas em células HEK293T e Hela, em placas
previamente preparadas com 5 x 10° células por mL. Foram utilizadas diferentes
metodologias: co-precipitado com fosfato de calcio (apenas em HEK293T) e por
lipossomos (lipofectamina), sendo testados tempos de transfecc&o variados (0, 12,
24, 26 e 48 h poés-transfeccao) para fins de se obter melhor pico de expressdo das
proteinas USP2b e USP2a. Como controle das transfec¢des, placas de células foram
transfectadas com vetor pGFP (controle de transfec¢éo) e observadas em microscépio
de fluorescéncia.

A transfecgao por co-precipitacdo com fosfato de calcio em células HEK293T
foi realizada por meio da adicdo de 750 yL de agua milliQ autoclavada em tubos
contendo 12 ug do plasmideo, sendo adicionados 250 L de cloreto de calcio (CaClz
1 M) pelas paredes do tubo e 1000 pL de BBS (50 Mm BES, 280 Mm NaCl, 1,5 Mm
Naz HPO4 2H20, agua deionizada) (2x) em jato forte. O tubo foi reservado por 5 min
a temperatura ambiente, adicionado posteriormente de 8 mL de meio MEM com 10%
de soro fetal bovino, sem antibiético. Foram removidos o meio de cultivo das placas
previamente preparadas com as células, procedendo a adicdo da solucdo de
transfeccéo por 5 h-6 h a 37° C em estufa com 5% de CO2. Posteriormente, o meio de
transfeccdo foi removido, as placas foram lavadas com 5 mL de PBS estéril,
adicionado novo meio de cultivo (MEM,10% soro fetal bovino e antibioticos) para nova

incubacéo em estufa conforme o tempo desejado pos-transfecgéo.



32

A transfec¢éo por lipossomos foi realizada em células HeLa e HEK293T com
o kit Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) conforme instrugbes do fabricante. Para
transfeccéo foram preparados tubos com as solugdes A (3 ug do plasmideo diluido
em 250 uL de meio Opti-MEM™-Thermofisher) e B (6 UL de Lipofectamine™ 2000 e
250 JL de meio Opti-MEM™-Thermofisher) da transfeccdo. Apds 5 min de incubagéo
a temperatura ambiente, a solugdo A foi adicionada a solugéo B, permanecendo por
20 min a temperatura ambiente para formacéo dos complexos DNA-lipossomo. As
placas de cultivo, com as células previamente preparadas, tiveram seus meios
removidos e as placas lavadas com PBS, adicionando meio de cultivo suplementado
com 10% de soro fetal bovino e sem antibiético (DMEM para células HeLa; e MEM
para HEK293T) e, entdo, a mistura resultante da juncéo das solucdes de transfeccéo
A e B. As placas foram incubadas a 37° C em estufa com 5% de COzpor 4-6 h. Apos
esse periodo, 0 meio de transfeccio foi removido e adicionado meio de cultivo com
10% de soro fetal bovino e antibiéticos, permanecendo incubado por tempos variados.

Para obtenc&o do extrato celular, as placas com células foram lavadas com 1
mL de PBS gelado, e em seguida foram adicionados 70 uL de tampé&o de lise (50 mM
Tris HCI pH 7,4, 0,2% deoxicolato, 0,5% triton X-100, 1 mM PMSF, 1 mM NEM)
desprendendo fisicamente as células das placas. Os conteudos obtidos foram
mantidos por 30 min em gelo, e posteriormente centrifugados a 12.500 x g por 10 min
a 4°C, separando os pellets formados para analise por Western blotting (WB), o qual
permite a avaliacdo da especificidade da expressao da proteina desejada.

Os extratos obtidos foram quantificados pelo método de Bradford (Bradford,
1976), para que fossem igualmente aplicadas concentracbes semelhantes de
proteinas, para entdo serem avaliados por Western blotting (WB). Para marcacao de
proteinas USP2b foi utilizado anticorpo primario anti-6his (Roche®), enquanto que
para a marcacdo de proteinas USP2a, foram utilizadas aliquotas de anticorpos
monoclonais anti-USP2a (4GD2), obtidos por experimentos anteriores de nosso grupo
(ROCHA, 2016) posteriormente marcados com anticorpo secundario anti-mouse

(Sigma®), e para revelacao ECL (Thermo Fisher Scientific®).
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3.3 CARACTERIZACAO ADICIONAL DO ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-
USP2a (CLONE 4GD2)

3.3.1 Ensaio de imunoprecipitacéo

A caracterizagdo inicialmente feita do anticorpo anti-USP2a secretado pelo
hibridoma 4GD2 foi descrita previamente por outro membro do grupo (ROCHA, 2016).
Entretanto a capacidade daquele anticorpo em reconhecer a USP2a, tanto
endogenamente expressa (linhagem humana Hela) como superexpressa (células
HEK293 transfectadas com vetor de express&o), em ensaios de imunoprecipitacao
ainda nao havia sido verificada.

Para a imunoprecipitacdo de USP2a endodgena (linhagem Hela) foram
utilizadas tipicamente o lisado obtido de 2 placas de cultivo (100 mm de didmetro)
contendo culturas confluentes por condicdo experimental. Ja para células
transfectadas (linhagem HEK293T) foi utilizada 1 placa de cultivo (60mm de didmetro)
por condicdo experimental. Apés a obtencdo dos lisados (ver abaixo) todas as
operagdes foram executadas a 4 °C ou em banho de gelo.

A metodologia utilizada foi essencialmente aquela previamente estabelecida
pelo grupo para o monoclonal anti-ADAM23 (clone DL11C8, BORGONOVO et al.,
2018). Brevemente, lisados celulares (HelLa) clarificados por centrifugacao (10.000 x
g) foram incubados com 25 pL de fluidos asciticos dos hibridomas 4GD2, DL11C8, e
10 pg de imunoglobulina irrelevante de camundongo (controle negativo) e posterior
incubados com matriz cromatografica. Apds lavagem da resina com tampéo de lise,
0s imunocomplexos foram extraidos com tampao de amostra contendo SDS e beta-
mercaptoetanol e analisadas por WB conforme anteriormente descrito.

Para fins de avaliar a capacidade de imunoprecipitacdo do anticorpo
monoclonal anti-USP2a do clone 4GD2, células HEK293T foram cultivadas e
transfectadas com os vetores pBABE-USP2a, pcDNA-USP2b e ndo-transfectadas. As
placas foram incubadas com 20 yL de fluido ascitico do hibridoma 4GD2 e os

imunocomplexos foram avaliados por meio de WB com o anti-USP2a.
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3.3.2 Enriquecimento de proteinas através de precipitacdo sequencial com sulfato de

amonio saturado (salting out)

O enriquecimento de proteinas atraveés da técnica de salting out foi feito como
inicialmente realizado pelo grupo para a caracterizag@o da proteina ligante de PrPc
(MARTINS et al., 1997). Para isso, células HelLa foram cultivas em 4 placas de cultivo
(100 mm de didmetro) até obtencdo de 80-90% confluéncia e lisadas com tampéao
RIPA. Uma fragdo (ca. 20%) do lisado foi armazenada e o restante foi incubado
sequencialmente com concentragdes crescentes (30, 45 e 55%) de solugédo saturada
de sulfato de amédnio. Apds a adicdo do volume necessario do sulfato de aménio, a
mistura foi mantida por 10min em banho de gelo e centrifugada por 10 min a 10.000 x
g. O sedimento proteico foi mantido em gelo e o sobrenadante acrescido de mais
solucdo de sulfato de aménio para obtencéo da concentracéo final desejada. Os
precipitados foram ressuspendidos em tampéo RIPA e dialisados contra PBS gelado
por 16 h (duas trocas). O extrato total e a cada uma das fracbes de precipitacéo
tiveram sua concentragdo proteica determinada e a mesma massa de cada amostra
analisada em SDS-PAGE e por WB, utilizando anticorpo anti-USP2a (4GD2).

3.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE USP2a E USP2b NA VIA DE
DEGRADACAO DE EGFR

Foram utilizadas células Hela para transfeccdo com lipofectamina dos
vetores de expresséo de USP2a e USP2b (conforme descrito em 3.2), previamente
elaborados por nosso grupo (ROCHA, 2016; RIBEIRO, 2016). Sendo separados em
placas respectivamente para cada vetor e seus controles, com 1 x 10° células por
placa de 35 mm de didmetro. As incubagdes das placas apds a transfecgdo foram
mantidas por 16 h, em estufa de CO2 com meio sem soro fetal bovino. Em seguida, o
tratamento com EGF foi realizado a partir da adigdo de 100ng/mL de EGF (Peprotec
Co.) por 0, 2 e 3 horas. Um grupo controle (transfectado com o vetor vazio) foi utilizado
neste ensaio sob as mesmas condi¢cdes que os demais grupos.

Ap0s o periodo de tratamento das células com EGF, foram obtidos os extratos,
conforme protocolo em se¢do 3.2, sendo mensuradas as concentracdes proteicas por
Bradford e seguida de analise por WB. Devido a presenca de proteinas de diferentes

massas moleculares, foi utilizado gel de poliacrilamida com diferentes concentraces
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(10% na porgéao inferior do gel e 8% na porgao superior do gel), de forma que fosse
obtida melhor separacéo eletroforética. Para as marcagdes de USP2a e USP2b foram
utilizados 0os mesmos anticorpos citados em 3.2, enquanto que para marcacéo de
EGFR foram utilizados os anticorpos primario anti-EGFR (sc-03, Santa Cruz, CA,
EUA), e secundario anti-rabbit (A0545, Sigma, MO, EUA).
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4 RESULTADOS

41 EXPRESSAO DE USP2b EM BACTERIAS

Em trabalho anterior do grupo (ROCHA, 2016) diversas condi¢cbes de
expresséo da proteina USP2b foram avaliadas e a que, aparentemente, mostrou-se
mais promissora foi aquela que empregou a estirpe de E. coli Rosetta(DE3) pLysS.
Esta estirpe apresenta-se adequada pois tem a capacidade de codificar tRNA de
cbédons raros, além de ser corriqueiramente empregada para a produgao de proteinas
de gene alvo clonados em vetores pET por indugdo com IPTG. Entretanto, ainda
naquelas condi¢bes estudadas, os niveis de expressao da proteina recombinante ndo
se apresentaram adequados para a obtencao de largas quantidades de antigeno.

Assim foram realizadas novas tentativas de expressao da USP2b na estirpe
E. coli Rosetta2(DE3) plLysS, modificando-se condigbes de temperatura de
crescimento bacteriano e diferentes concentracdes de IPTG para a indugédo de
expressao de proteina.

Previamente ao protocolo de expresséao, foi conduzido o teste de solubilidade
com os produtos obtidos da indugdo em mini-expresséo (secédo 3.1.2) — pellet e
sobrenadante - e foi observado maior quantitativo de proteinas expressas no
sobrenadante nativo, especificamente na resina lavada apds 0 protocolo de
purificacdo (dados nao mostrados). Desta forma, o protocolo de purificacdo em maior
escala foi direcionado para esta fragdo das amostras (FIGURA 3: INP, IP1, IP2 e IP3
produtos obtidos da resina lavada do sobrenadante nativo).

Na FIGURA 3 pode ser observado que, apos a adi¢cdo de IPTG nas culturas
(linha INP), nenhuma banda proeminente com migracao eletroforética equivalente a
45 kDa foi evidenciada apds essa inducéo (comparar linhas NI com INP para ambas
colénias 1 e 2).

Ainda, na tentativa de melhor evidenciar a presencga da proteina recombinante
nos extratos bacterianos procurou-se enriquecé-la a partir de seu pré-isolamento com
diferentes quantidades de resina Ni-NTA agarose: 50, 100 ou 150 pL de resina,
respetivamente as colunas IP1, IP2, IP3, mas n&o observando diferengcas entre as
purificacdes resultantes (FIGURA 3).

Outras tentativas de expressdo da USP2b utilizando variagbes em tempo e

temperatura de incubagcdo n&do foram bem sucedidas (dados n&o mostrados), sendo
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que tipicamente foram encontradas proteinas massas moleculares diferentes daquela
esperada para a proteina recombinante, e auséncia de banda pronunciada de 45kDa
apos a pré-purificacdo dos extratos proteicos obtidos das colénias apds indugéo por
IPTG.

FIGURA 4 — TESTES DE EXPRESSAO DE USP2b EM COLONIAS SELECIONADAS DE E. coli
Rosetta2 (DE3) pLysS COM INDUCAO DE 0,5mM DE IPTG A 37°C POR 5h EM MEIO
LB

Colonia 1 Colénia 2
T L - .‘l’lj

FONTE: A autora (2019).
NOTA: Auséncia de marcacdo pronunciada na altura aproximada de 45 kDa nas colunas INP, IP1, IP2
e IP3 apés a inducéo. Foram selecionadas duas colbnias, realizando indugdo de 0, 5mM de IPTG a
37° C por 5 h, e utilizando diferentes quantidades de Ni-NTA agarose para purificacdo: 50 (IP1), 100
(IP2) e 150 pL (IP3) de resina. Ndo obtendo sucesso nas diferencas da purificacdo. Legenda: MM —
Marcador de massa molecular; NI- Cultura de bactéria ndo induzida; INP — Cultura de bactéria induzida
néo purificada; IP1 — Cultura de bactéria induzida purificada com 50 pL resina; IP2 — Cultura de bactéria
induzida purificada com 100 pL resina; IP3 — Cultura de bactéria induzida purificada com 150 pL resina.

Apesar da auséncia de banda proeminente na regido de massa molecular
esperada para a USP2b (45 kDa), observado na FIGURA 3, foi realizada reacéo de
Western blotting com anticorpos que reagem com a etiqueta de poli-histidina contida
na proteina recombinante (FIGURA 4). Assim, caso houvesse alguma proteina
recombinante nas amostras seria possivel estimar sua quantidade ou eficiéncia de
expressdo nas condi¢cbes testadas. Além disso, poderia ser também avaliado se
algum vazamento de expressao estaria ocorrendo durante a fase de crescimento
exponencial bacteriano, ou seja, na auséncia de IPTG.

Como pode ser observado na FIGURA 4, as amostras ndo induzidas néo
apresentaram bandas especificas correspondentes a USP2b (linhas NI, colénia 1 e
2), enquanto bandas compativeis com sua massa molecular foram observadas nas
culturas tratadas com IPTG (linhas INP, colénias 1 e 2) e nas fra¢des purificadas da

colénia 2 (IP1-3). A isoforma USP2b possui massa de 45 kDa com a etiqueta de poli-
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histina, e portanto, a observagdo de banda préximas a esta massa molecular € um
indicativo da presenca da proteina desejada. Apesar de confirmar a expressao de
USP2b nas condigbes experimentais utilizadas, o rendimento estimado empregando

tal procedimento mostrou-se inadequado para utilizacdo em ensaios subsequentes.

FIGURA 5 — EXPRESSAO DE USP2b EM COLONIAS SELECIONADAS DE E. coli Rosetta2 (DE3)
pLysS COM INDUCAOQO DE 0,5mM DE IPTG A 37°C POR 5h EM MEIO LB

COLOMNIA 4 COLONIA 2

M MIOINE P10 IP2 P32 Nl INP 1P P2 P32

55 kDa

40 kDa

FONTE: A autora (2019).

NOTA: Colénia 1: auséncia de marcacao especifica na coluna ndo induzida (NI) e presenca de bandas
marcantes em amostra induzida néo purificado (INP) e auséncia de marcacdo nas amostras induzidas
purificadas (IP1-IP3). Colbénia 2: auséncia de bandas em ndo induzido (NI), presenca de bandas
especificas (45 kDa) e inespecificas em induzido ndo purificado (INP) e induzido purificado com 50 L
(IP1); presenca de bandas especificas de 45 kDa nas amostras induzidas purificadas com 100 (IP2) e
150 uL de resina (IP3).
LEGENDA: MM - Marcador de massa molecular;

NI- Cultura de bactéria ndo induzida;

INP — Cultura de bactéria induzida ndo purificada;

IP1 — Cultura de bactéria induzida purificada com 50 pL resina;

IP2 — Cultura de bactéria induzida purificada com 100 L resina;

IP3 — Cultura de bactéria induzida purificada com 150 L resina.

42 AVALIACAO DA CINETICA DE EXPRESSAO DE USP2a E USP2b IN VITRO

Em experimentos previamente conduzidos pelo grupo foi largamente
empregado o modelo de células HelLa transfectadas com o vetor de expresséo para a
USP2a através do uso de lipofectamina (LIU et al., 2013; RIBEIRO, 2016). A
metodologia que emprega a linhagem HEK293 e a transfeccdo de vetores de
expressao através de co-precipitado de fosfato de célcio também tem sido utilizada
com sucesso em outros projetos (ZANATA et al., 2002a,b; COSTA et al., 2009) e
apresenta-se como uma alternativa menos dispendiosa e mais alinhada a atual
necessidade do grupo. Desta forma, a verificacdo da eficiéncia de expressdo da

USP2a na linhagem HEK293 teve que ser avaliada na perspectiva de uso desta
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linhagem em substituicdo e ou complementagdo aos resultados ja obtidos com a
linhagem Hela, ou seja, se aquela linhagem apresentaria comportamento bioquimico
equivalente ou comparavel daquele obtido com a linhagem Hela.

Além disso, dados obtidos pelo grupo e nao publicados (ZANATA; LODA,
comunicacao pessoal) indicavam que, apesar da linhagem Hel a ser transfectada com
um vetor de expressao proteica contendo uma forte regido promotora, o pico maximo
de expressao da USP2a era atingido entre 24 e 36 h, sugerindo que a presenca de
USP2a na célula possa estar sob rigido controle.

Para avaliar a cinética da expresséo de USP2a e USP2b em duas diferentes
linhagens de células eucariotas (HeLa e HEK293T) foram transfectados com os
vetores pDEST+USP2a e pcDNAS3.1(-)6his+USP2b por dois diferentes métodos
(lipofectamina e co-precipitacdo com fosfato de calcio), e a expressdo proteica
avaliada em diferentes tempos. Com o uso do anticorpo monoclonal anti-USP2a
(clone 4GD2) produzido pelo grupo, foi possivel observar (FIGURA 5, linhas 5-8) que
em células Hela transfectadas com lipofectamina o pico de expresséo de USP2a é
de 12 h, com diminui¢do gradual até o ultimo ponto temporal investigado (36 h).

Resultado semelhante foi observado para a USP2b (FIGURA 5, linhas 1-4) e
evidenciado com o uso de anticorpos anti-poliHis, o qual reconhece epitopo presente
na regiao amino terminal da USP2b. Ainda nesta linhagem, a USP2a é aparentemente
mais estavel que USP2b, uma vez que em 36 h praticamente ndo se detecta a
presencga desta ultima, enquanto USP2a ainda pode ser detectada nestas condi¢cdes
(FIGURA 5, comparar linhas 4 e 8 e TABELA 1). Em 48 h pés-transfecgdo nenhuma
das duas isoformas foram detectadas nesta linhagem (TABELA 1), indicando que, ou
néo estdo mais presentes nos lisados, ou encontram-se presentes em quantidades
muito pequenas, estando fora do limite de detec¢do do método.

Quando a linhagem HEK293T foi transfectada com os vetores de interesse
com lipofectamina, pode-se observar a expresséo tanto de USP2a como USP2b nos
tempos 24 e 48 h (TABELA 1), apesar da expressao em 48 h ser sempre inferior
aquela observada em 24 h (dado n&o mostrado).

Células HEK293T transfectadas com co-precipitado fosfato de calcio também
expressaram as proteinas de interesse (TABELA 1), sugerindo que este método
também poderia ser utilizado como alternativa a lipofectamina. Para a construcéo
USP2a, quando se compara a expresséo proteica obtida pelos dois métodos (TABELA

1, comparar linhas 3 e 5) observa-se que o primeiro método, lipofectamina, € mais
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eficiente, uma vez que a expressao proteica foi mantida por 48 h sob estas condi¢cdes,
enquanto apenas expressao em 24 h foi observada com a utilizagc&o de co-precipitado.
Curiosamente este ultimo método foi eficaz na expresséo de USP2b apenas em 48 h,
resultado oposto aquele obtido com lipofectamina (TABELA 1, comparar linhas 4 € 6).

Em ambas as linhagens, os métodos de transfeccdo mostraram algum grau
de sucesso na transfecgcao dos vetores, sendo observada a marcagao de bandas de
proteinas especificas no WB de 45 kDa para USP2b quando reagido com anti-6his, e
de 69 kDa para USP2a quando reagido com o anticorpo monoclonal anti-USP2a
(4GD2), e ndo sendo observada a marcagdo de bandas para os controles nao
transfectados para os vetores. Ainda, nenhuma marcacéo de antigeno apresentando
migragao eletroforética aparente de 45 kDa em células superexpressando USP2b foi
observada quando o anticorpo monoclonal 4GD2 foi empregado, sugerindo que este
anticorpo se liga de forma especifica a USP2a e néo se liga a USP2b, confirmando

dados obtidos previamente pelo grupo (ROCHA, 2016).

FIGURA 6 — EXPRESSAO DE USP2b E USP2a EM CELULAS Hela

UsPzb USP2a

012 24 36 0 12 24 36

FONTE: A autora (2019).

NOTA: Extratos de células HelLa transfectadas por lipofectamina com os vetores pDEST-USP2a e
pcDNA-USP2b foram obtidos em diferentes tempos, e a presenga de USP2a e USP2b avaliada por
reacédo de WB com anticorpos anti-USP2a (clone 4GD2) e anti-6his, respectivamente. A especificidade
da reacio é indicada pela auséncia de bandas no tempo 0 e a presenca de bandas correspondentes a
massa molecular esperada para cada uma das construcbes (69 kDa e 45 kDa para USP2a e 2b,
respectivamente). Os nimeros do lado esquerdo da imagem correspondem aos marcadores de massa
molecular em kDa.
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TABELA 1 — RESULTADOS DE TRANSFECAO EM CELULAS HEK293T E HeLa COM VETORES DE
USP2a e USP2b

Tempo de incubacao

Método Células + Vetores
12h 24h 36h 48h
HelLa +USP2a Sim Sim Sim Nao
HelLa +USP2b Sim Sim Nao Nao

Lipofectamina
HEK293T +USP2a - Sim - Sim
HEK293T +USP2b - Sim - Sim
HEK293T +USP2a - Sim - Nao
Calcio

HEK293T +USP2b - Nao - Sim

FONTE:A autora (2019).
LEGENDA: Sim: obtencdo de proteinas expressas;
N&o: auséncia de proteina expressa no protocolo utilizado.

4.3 CARACTERIZACAQ ADICIONAL DO ANTICORPO MONOCLONAL anti-
USP2a (CLONE 4GD2)

Uma dificuldade experimental que tem sido enfrentada pelo grupo € a de se
conseguir detectar a forma enddgena das isoformas de USP2. Dados gerados neste
trabalho (FIGURA 5, tempo 0, USP2a) e anteriormente publicados pelo grupo de
pesquisa apontam que a expressdo enddgena de USP2a é pequena nas linhagens
empregadas, como por exemplo: HeLa, HEK293, e trés diferentes linhagens de
células de cancer de pulmé&o do tipo ndo-pequenas, NSCLC (LIU et al., 2013). Ainda,
a expresséo de USP2a pode estar ausente ou fora do limite de deteccéo nas
condicbes dos experimentos utilizadas (tipicamente 10 a 60 ug de proteina total
resolvida por SDS-PAGE e analisadas por WB).

Uma técnica utilizada anteriormente pelo grupo para a caracterizagéo da STI1
(Stress-Inducible-Protein 1) com uma proteina ligante de PrPc (MARTINS et al., 1997,
ZANATA et al, 2002) foi a precipitagcdo proteica diferencial através da adi¢do
sequencial de diferentes concentragdes de sulfato de aménio. Esta técnica, conhecida
como “ammonium sulfate salting-out” (GREEN; HUGHES, 1995), tem sido utilizada
com éxito na purificacdo e enriquecimento de determinado alvo proteico contido em
uma mistura complexa de proteinas (WINGFIELD, 2001).

Na FIGURA 6 é possivel observar que na linhagem HeLa a USP2a
endogenamente sintetizada pode ser parcialmente enriquecida na fragcéo de 30% de

saturagdo de sulfato de amédnio (comparar linha 1 e 2), uma vez que banda de
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migragao eletroforética correspondente a USP2a (69 kDa) foi nesta frag&o detectada
com maior intensidade a partir do uso de anticorpos anti-USP2a (clone 4GD2). A
presenca de USP2a ainda pode ser detectada na fracdo de 45% (linha 3). Ainda,
nenhuma detecc¢éo especifica foi evidenciada na fragédo 55% (FIGURA 6, linha 4) e no
sobrenadante da fracdo 55% (dado ndo mostrado), indicando que USP2a esta
enriquecida entre as fragdes 30-45% de saturacdo de sulfato de amédnio.

Outro método de enriquecimento de determinado alvo contido em uma mistura
complexa de proteinas é aquele que emprega anticorpos imobilizados em uma matriz
cromatografica (imunoprecipitagdo). Uma vez que foi possivel verificar que a USP2a
endogena expressa pelas células Hela era capaz de ser identificada com o anticorpo
4GD2 apos precipitagdo sequencial com sulfato de aménio (FIGURA 6), procurou-se
verificar se este enriquecimento poderia ser feito empregando condigdes minimas de

desnaturagéo com o uso do préprio anti-USP2a em reagdes de imunoprecipitagao.

FIGURA 7 — USP2a ESTA ENRIQUECIDA NAS FRACOES 30-45% DE SATURACAO DE
SULFATODE AMONIO

ET 30% 45% 55%

<« USP2a

FONTE: A autora (2019).
NOTA: O lisado obtido de 4 placas de 100 mm de didmetro contendo culturas confluentes da linhagem
Hel a foi incubado sequencialmente com as concentragbes crescentes indicadas de solucéo saturada
de sulfato de amédnio. Os precipitados formados apds cada incubacgéo foram isolados por centrifugacéo
e as proteinas contidas em cada fracdo de corte resolvidas por SDS-PAGE (80ug/linha) e analisadas
por WB com anti-USP2a. Pode ser observado que USP2a estd proeminentemente presente na fracao
30%, podendo ainda ser observada tanto na fracdo 45% como no préprio extrato total.

A FIGURA 7 mostra que o anticorpo anti-USP2a (clone 4GD2) € capaz de
imunoprecipitar uma banda com migracdo eletroforética aparente de 69kDa
compativel com a massa esperada para USP2a (4GD2, linha 1). Por outro lado, tanto
o anticorpo monoclonal anti-ADAM23 produzido no laboratério (clone DL11CS8,
BORGONOVO et al., 2018, linha 2) como imunoglobulina irrelevante de camundongo
(IgG mouse, linha 3), e utilizados como controles negativo, ndo foram capazes de

imunoprecipitar qualquer antigeno com perfil eletroforético semelhante a USP2a
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(FIGURA 7, comparar a linha 1 com as linhas 2 e 3). Este resultado sugere que o anti-
USP2a, nas condi¢des experimentais aqui apresentadas, é capaz de reagir
diretamente com a USP2a expressa pela linhagem Hela.

Apesar do estabelecimento de duas formas distintas de purificacdo e/ou
enriquecimento da proteina USP2a a partir da linhagem Hela que né&o sofreu
nenhuma manipulagcdo genética, isto &, a transfeccdo de vetor de expressdo ou
transducdo de virus de expressdo, o uso da proteina enddégena em experimentos
biogquimicos (por exemplo, co-imunoprecipitagdo, cinética de degradacdo de
receptores, entre outros) € operacionalmente inviavel, pois necessita de uma grande
quantidade de células (tipicamente de 3 a 4 placas de 100 mm de didmetro para cada

condi¢do experimental).

FIGURA 8 — ANTICORPO MONOCLONAL 4GD2 IMUNOPRECIPITA USP2a ENDOGENA EXPRESSA
NA LINHAGEM HelLa

lgG
4GD2 DL11CB mouse

A < USP2a

FONTE: A autora (2019).
NOTA: Extrato proteico da linhagem HelLa obtido de 3 placas de 100 mm de didmetro foi utilizado em
cada condicio reacional indicada. Fluido ascitico (25 uL) de cada hibridoma (4GD2 e DL11C8) e Ig
irrelevante de camundongo (10 ug) foram reagidos com os extratos e em seguida incubados com a
matriz cromatografica. Os imunocomplexos resolvidos por SDS-PAGE foram analisados por WB com
anticorpo anti-USP2a (4GD2).

Por outro lado, o uso de vetores de expressdo (pBABE-USP2a) tem se
mostrado importante ferramenta no estudo da USP2a (LIU et al., 2013; PRIOLO et al.,
2006; GRANER et al., 2004) de forma a contornar a baixa expressdo desta proteina e
permitir a utilizagdo de um numero bem menor de células por condigcdo experimental
(por exemplo, uma placa de cultivo de 35 mm ou 60 mm por condi¢cdo experimental).
Desta forma foi possivel verificar (FIGURA 8, linha 2, USP2a) que o anti-USP2a

imunoprecipitou um dubleto proteico o qual provavelmente representa a USP2a
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enddgena (banda superior) e a USP2a-HA superexpressa (banda inferior) em células
HEK293T. Uma vez que uma pequena quantidade de lisado total de cada extrato é
utilizado como controle para a expressao da proteina de interesse, a proeminente
banda presente no extrato da linhagem que superexpressa USP2a-HA (FIGURA 8,
linha 5) reforga a suposicdo que a banda inferior da reacdo de imunoprecipitacao
(comparar linha 2 e 5) € provavelmente USP2a-HA.

Além disso, banda com o mesmo perfil eletroforético da USP2a enddgena,
porém com intensidade inferior que a USP2a-HA, foi observada nos trés lisados
celulares empregados, incluindo ai as outras duas condi¢cdes experimentais utilizadas
como controle (células transfectadas com USP2b e nao-transfectadas, linhas 1 e 3,
respectivamente). Este resultado era esperado e reproduz aquele obtido para células
HelLa (FIGURA 7). Ainda, a USP2a enddgena néo foi detectada em nenhum dos trés
lisados (linhas 4-6) pois como dito anteriormente a expressao endoégena da molécula
€ baixa e sua deteccéo direta fica assim prejudicada quando a massa total de proteina

utilizada é pequena (por exemplo, 20 ug/linha).
FIGURA 9 — USP2a-HA E ESPECIFICAMENTE IMUNOPRECIPITADA NA LINHAGEM HEK293T
TRANSFECTADA COM O VETOR pBABE-USP2a

USP2b USP2a Ctir USP2b USP2a Ctlir
anti-USP2a IP: input

— «— USP2a

70 kDa —|

FONTE: A autora (2019).
NOTA: Extratos de células HEK293T transfectadas com os plasmideos pBABE-USP2a, pcDNA-USP2b
e ndo-transfectadas (1 placa de 60 mm de didmetro por condi¢do o experimental) foram incubados com
o anti-USP2a (20 uL de ascite / condi¢do experimental) e 0s imunocomplexos avaliados por WB com o
anticorpo anti-USP2a. Uma aliquota de 5% do volume final de cada lisado foi reagido em paralelo (input,
linhas 4-6, 10% lisado total, ca. 50 ug/linha) com anti-USP2a.
LEGENDA: * indica cadeias de imunoglobulina reduzidas parcialmente e reconhecidas pelo
secundario anti-lg-camundongo-HRPO.
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4.4 AVALIACAO DA RELACAO DE USP2a E USP2b NA VIA DE DEGRADACAO
DE EGFR

Nosso grupo demonstrou inicialmente que a expressao aumentada de USP2a
estava relacionada diretamente a estabilizagcdo do EGFR em células HelLa (LIU et al.,
2013). Ainda, a estabilizacdo do EGFR neste modelo se da pela reciclagem
aumentada deste receptor para a membrana plasmatica, evitando assim a sua
degradacao através da rota endossomo-lisossomo.

Procurou-se estabelecer condigbes experimentais para reproduzir o0s
resultados previamente obtidos, assim a linhagem Hela foi transfectada com o vetor
de expresséo para USP2a e a degradacéo do EGFR foi acompanhada em diferentes
tempos. A escolha dos pontos temporais de 2 e 3 h apds a adicdo de EGF deu-se a
partir do fato de que, apesar da fosforilagdo e ubiquitinagdo do EGFR serem
observadas ja nos primeiros 15 min ap6s o desafio das células com EGF, a
degradacdo do receptor acaba sendo mais adequadamente observada a partir da
primeira hora (LIU et al., 2013).

Na FIGURA 9 é possivel observar que ha uma presenca aumentada do EGFR
nas condicdes de expressdo de USP2a quando comparada com o controle
transfectado com o vetor vazio (banda 190 kDa, comparar as linhas 2 € 3 com 5 e 6).
Tal resultado aponta que o EGFR esta sendo estabilizado na presenca de USP2a,
conforme demonstrado previamente e indica que as condicbes experimentais
estabelecidas neste trabalho s&o semelhantes aquelas utilizadas em outro laboratério.

Por outro lado, ainda ndo havia na literatura evidéncias que apontassem
propriedades bioquimicas semelhantes para a isoforma USP2b. Assim levantou-se a
hipotese que a USP2b pudesse atuar sobre o EGFR da mesma forma que a USP2a.
O resultado apresentado na FIGURA 9 indica que a USP2b pode n&o sé estabilizar o
EGFR (comparar as linhas 2 e 3 com 8 e 9), mas aparentemente o faz de forma mais
eficiente (comparar linhas 5 e 6 com 8 e 9). As rea¢des com anti-USP2a (clone 4GD2,
FIGURA 9, painel intermediario, 69 kDa) e com anti-6his (para a etiqueta de expresséo
presente na USP2b, painel inferior, 45 kDa) evidenciam que a expressao das
proteinas em cada uma das condi¢des foi adequada.

Uma vez que a massa de proteina para cada condigdo experimental foi a
mesma por linha, pode-se afirmar que diminuicdo da intensidade do sinal detectado

para o EGFR é reflexo direto da sua degradac&o. Este resultado confirma dados
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publicados pelo grupo e sugere, pela primeira vez, que a USP2b também é capaz de

estabilizar o EGFR, de maneira semelhante a observada para a USP2a.

FIGURA 10 — AS ISOFORMAS USP2a e USP2b ESTABILIZAM O RECEPTOR DE EGF NA
PRESENCA DO SEU LIGANTE

Controle Vetor USP2a  Vetor USP2b
EGF(was) p 2 3 0 2 3 0 2 3

EGFR

USP2a

USF2b

FONTE: A autora (2019).
NOTA: Células HelLa transfectadas com os vetores vazio (controle), pDEST-USP2a e pcDNA-USP2b
foram carenciadas por 16 h na auséncia de SFB e desafiadas com 100 ng/mL de EGF nos tempos
indicados. A massa total de 30 ug de cada extrato celular foi analisado para a presenga de EGFR
(painel superior), USP2a (painel do meio) e USP2b (painel inferior). Nimeros do lado esquerdo da
imagem correspondem aos marcadores de massa molecular em kDa.
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5 DISCUSSAO

As diferentes abordagens e tentativas para a expressdo de USP2b néo
resultaram em uma melhora nas condi¢cées anteriormente avaliadas. A expresséo de
USP2b em bactérias apresentou dificuldades semelhantes aquelas anteriormente
encontradas por nosso grupo. Rocha (2016) utilizou abordagens diferentes de
transfeccéo dos vetores em E. coli BL21 (DE3) STAR, E. coli BL21 pLysS e E. coli
Rosetta pLysS, entretanto, sem obter sucesso de expressédo da proteina. A uUltima
abordagem utilizada, com E. coli Rosetta pLysS, foi devido a observacéo de cédons
raros em alta frequéncia na sequéncia da USP2b clonada, diante disso, a utilizagc&o
desta estirpe bacteriana forneceria tRNA codificados para cddons raros em genes
bacterianos, mas comuns em eucariotos.

Desta forma, foram utilizadas abordagens com uma estirpe igualmente capaz
de codificar codons raros e especifica para utilizacdo de vetores pET, a E. coli
Rosetta2 (DE3) pLySs, entretanto, ndo foram obtidas a expressdo em quantidades
necessarias da isoforma USP2b.

Wang et al. (2017) obteve sucesso de expressao de proteinas USP2 com
cauda de histidina na regido N-terminal em estirpes de E. coli BL21 (DE3)
transfectadas com vetores pET28a contendo o gene do nucleo catalitico de USP2
humana (aa 259-605). Apesar de produzir uma proteina recombinante soluvel, essa
abordagem mostra-se inadequada para 0 uso desta molécula como antigeno para a
producéo de anticorpos que possam discernir entre as formas USP2a e USP2b, uma
vez que estas enzimas compartilham a mesma sequéncia de aminoacidos para o
nucleo catalitico que € codificada pelo mesmo éxon do gene de USP2.

Ribeiro (2016) e Rocha (2016) também utilizaram vetores pET28a com
expressdo de cauda de histidina em N-terminal, sendo, entretanto, utilizados os sitios
de restricdo Nhell e Hindlll para a inser¢do da sequéncia de USP2a, e ambos
experimentos obtendo sucesso na clonagem e expresséo de proteinas USP2a em E.
coli BL21(DE3) STAR. Entretanto, para a expressdo da isoforma USP2b, ha
necessidade de reavaliacdo desta isoforma, possivelmente com novas tentativas de
clonagem em outros tipos de vetores ou em diferentes organismos, tais como levedura
ou células de inseto. Dados obtidos por membros do laboratério (Soraia Ferreira e
Pedro Henrique Vianna, comunicacdo pessoal) apontam que a USP2b possa ser

toxica e que tanto o vazamento de expressao durante a fase log de crescimento como
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durante a indugéo proteica com IPTG possam levar a extensiva morte bacteriana,
resultando em baixos rendimentos de expressao.

A expressao inadequada de USP2b recombinante inviabilizou os diversos
ensaios subsequentes que estavam previstos no projeto original, o qual incluiam a
producéo de anticorpos policlonais e monoclonais especificos para USP2b e o
potencial uso da proteina recombinante em ensaios enzimaticos funcionais. De fato,
essa Ultima abordagem tem sido utilizada largamente por grupo de pesquisa
interessados na prospecgdo, isolamento e caracterizacdo de inibidores
farmacologicos da USP2 (WANG et al., 2017; TOMALA et al., 2018; CHUANG et al.,
2018).

Por outro lado, a expressdo das isoformas em células de mamiferos foi obtida
com sucesso nas diferentes metodologias abordadas. Na avaliagdo de cinética de
expressdo, foi observado diferentes comportamentos ao utilizar métodos de
transfeccéo e tipos celulares distintos, apresentando inclusive maiores ou menores
tempos de expressdo, como no método por lipofectamina que em células HEK293T a
expressao da proteina foi identificada até 48h pds-transfecgdo. Enquanto em células
HelLa a expressdo era obtida até no maximo 24 h, sendo observado pico de
transfecgéo de 12 h para a isoforma USP2b e entre 12 a 24 h para USP2a.

Quando se compara a expressao temporal das duas isoformas de USP2 na
linhagem Hela e HEK293T, com o mesmo agente de transfeccéo (lipofectamina)
observa-se (TABELA 1) que, aparentemente, as deubiquitinases estdo mais
estavelmente presentes na linhagem HEK293T (rim embrionario, semelhante a
epitélio) do que Hel.a (epitélio cervical) apds 48h de introduc&o do vetor de expresséo.
Tal resultado talvez possa ser consequéncia da origem tecidual de cada uma das
linhagens, as quais provavelmente devam possuir estratégias poés-traducionais
distintas de controle da proteostase. Além disso, sabe-se que mesmo quando se
emprega o mesmo agente de transfecgcado (por exemplo, lipofeccdo), a eficiéncia de
introduc&o do vetor e a consequente expresséo da proteina de interesse pode variar
entre linhagens e tipos celulares. Ja o uso de co-precipitado de fosfato de calcio nas
células HEK293T mostrou-se uma alternativa ao método mais dispendioso da
lipofectamina. Contudo o estabelecimento do melhor ponto temporal para obtencéo
da maxima expressao das proteinas foi essencial, uma vez que difere para as duas
isoformas (24 h para USP2a e 48 h para USP2b).
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De acordo com Kim e Eberwine (2010), varios métodos de transfeccéo tém
sido desenvolvidos com diferentes abordagens que devem ser consideradas conforme
o tipo celular e objetivo do experimento, sendo 0 método ideal aquele que apresenta
alta eficiéncia, baixa toxicidade, minimos efeitos na fisiologia normal da célula,
facilidade e reprodutibilidade. A eficiéncia obtida pelos métodos quimicos, conforme
0s mesmos autores, depende de varios fatores (quantidade de acido nucléico, pH das
solugdes, condicbes da membrana celular), mas apresenta citotoxicidade
relativamente baixa, variando a eficiéncia da transfeccéo conforme a célula utilizada.
Concordando com o observado neste estudo, ha variagéo de picos de expresséo das
isoformas nos experimentos conduzidos com células HEK293T e Hela.

A deteccdo direta de USP2a enddgena em linhagens celulares sempre
apresentou dificuldades sob as condicbes empregadas, por exemplo, quantidade
limitada de extrato total de proteina capaz de ser adequadamente resolvida por SDS-
PAGE (50-80 ug proteina total dependendo do sistema de separacéo). Tal situacéo &
drasticamente diferente quando a proteina é superexpressa a partir do uso de vetores
eucarioticos (exemplo, pcDNA3.1, pBABE, pCMV e outros) em linhagens de
mamiferos, onde a quantidade de lisado necessaria € aproximadamente 10-20 ug por
condig@o experimental. A precipitacdo com sulfato de aménio (FIGURA 6) indica que
USP2a pode ser enriquecida e detectada diretamente nas células Hela, e que apesar
da sua baixa expressdo nesta linhagem, é possivel detecta-la em ensaios de WB. O
enriquecimento da USP2a na fragéo 30% € curioso, uma vez que, a principio, a USP2a
€ uma enzima soluvel presente no citoplasma. Tipicamente proteinas mais insoluveis
como receptores associados a membrana plasmatica ou ao sistema de
endomembranas, por conterem dominios hidrofébicos ou modificagdes pds-
traducionais lipidicas (e.g. GPIl ou palmitoilagdo) s&o encontradas nas fragcbes de
menor concentracdo de sulfato de amédnio. Ao contrario, moléculas soluveis contendo
dominios globulares (e.g. albumina, imunoglobulina, fatores de crescimento) séo
enriquecidas em fragbes contendo maior concentracédo de sulfato de aménio (acima
de 50% de saturagéo). Este resultado indica que a USP2a presente no citoplasma
poderia estar associada ao sistema de endomembranas. De fato, dados de
ultracentrifugacéo diferencial e microscopia confocal mostram que a USP2a esta
presente em endossomas precoces (co-purifica com marcadores desta organela) e
apresenta padrao puntiforme de expressdo compativel com sua presenca em

vesiculas (LIU et al,, 2013). A associagéo direta da USP2a com componentes do
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sistema de endomembranas e o mapeamento do sitio putativo de interagdo com
lipidios estdo sendo investigados por outros membros do grupo.

Dentro desta perspectiva de deteccio da proteina endogenamente expressa,
a técnica de imunoprecipitacdo mostrou-se mais adequada, pois emprega menor
quantidade de células e lisado celular. Neste trabalho foi mostrado pela primeira vez
que o anticorpo monoclonal 4GD2 é capaz de imunoprecipitar USP2a diretamente de
células HelLa (FIGURA 7). Além disso, USP2a-HA superexpresso em células
HEK293T, também foi imunoprecipitado com 4GD2 (FIGURA 8), sugerindo que o
epitopo reconhecido por este anticorpo encontra-se acessivel tanto na molécula
enddgena como na superexpressa, em condi¢cdes de desnaturacéo branda (0,5 Triton
X-100 e 0,5% NP-40).

A possiblidade de imunoprecipitar USP2a nestas condigdes de desnaturacéo
branda permitira que estudos de co-imunoprecipitacdo possam ser levados a cabo,
uma vez que os parceiros moleculares da USP2a poderéo manter sua interagao fisica
nestas condigbes e serem isolados para caracterizagdo bioquimica posterior
(espectrometria de massas ou WB).

A presenca de componentes de imunoglobulina (cadeia pesada - ca. 56 kDa;
cadeia leve — 35 kDa) como produto inerente da reacdo de imunoprecipitacdo sempre
apresenta interferéncias de deteccdo quando o mesmo anticorpo € utilizado na reagao
de WB. Este problema se da pelo reconhecimento direto destes componentes, na
reacdo de WB, pelo anticorpo secundario. A separacédo de parte da membrana de
nitrocelulose que contém estes componentes diminui este reconhecimento indesejado
pelo anticorpo secundario, mas ndo elimina totalmente a interferéncia destes
componentes no sinal final detectado (vide bandas detectadas e presentes acima e
abaixo da USP2a nas duas reagbes de imunoprecipitagéo, FIGURAS 7 e 8).

Uma estratégia que poderia ser utilizada seria a ligagdo quimica covalente
direta do anti-USP2a na matriz cromatografica a partir do uso de cross-linkers
quimicos. De fato, nosso grupo tem utilizado tal estratégia com sucesso na
imunoprecipitagdo de ADAM23 com o anticorpo monoclonal DL11C8 (BORGONOVO
et al., 2018) e PrPc com anticorpos policlonais (GIMENEZ et al., 2015), evitando assim
o sinal produzido pelas cadeias leve e pesadas de imunoglobulinas presentes nas
reacbes de imunoprecipitagdo. A auséncia de reacdo cruzada do anti-USP2a com
USP2b sugere fortemente que o epitopo reconhecido pelo anticorpo monoclonal

4GD2 esta contido no dominio proteico codificado pelo exon exclusivamente presente
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na USP2a (éxon 1), conforme demostrado previamente por ROCHA (2016). Dados
adicionais obtidos com outro vetor de expressdo para a USP2b e adquirido
comercialmente (Origene Co) confirmam estes resultados (Silvia Rodrigues e Giovana
Nonino, comunicagao pessoal).

Em relacéo ao estudo de interferéncia de USP2a e USP2b na degradacéo de
EGFR foi observado que em células Hela transfectadas com as isoformas ha
prolongamento do tempo de degradagéo de EGFR, por meio da observagédo que, em
tempos prolongados pos tratamento com EGF (2 e 3 h), ha presenca de marcagéo
especifica para EGFR em comparagéo com o grupo controle.

Apesar dos diferentes tipos celulares utilizados, observou-se em demais
estudos o processo de degradagéo de EGFR em condi¢des normais. Estudo realizado
por FUTTER et al. (1996) em células HEp-2 (human epithelial type 2) tratadas com
EGF a 37° C, observaram processo de maturacdo das MVB com recrutamento
continuo de EGFR, sendo os complexos EGF-EGFR rapidamente direcionados para
0s vacuolos lisossomais, e a sua degradacao ja iniciada em poucos minutos e
degradacdo em aproximadamente 30 minutos. MELKER et al. (2001), ao estudar a
acédo das enzimas c-Cbl em células COS-7 tratadas com EGF, indicaram que a
ubiquitinagdo de EGFR ja se inicia em apenas 2 minutos de estimulagdo com EGF,
sendo sua internalizacdo em 5 a 30 minutos, e apdés 60 minutos de estimulo, o
complexo localizava-se na regiao perinuclear para degradacéao.

Neste trabalho foi mostrado pela primeira vez que a USP2b pode estabilizar o
EGFR de forma semelhante como previamente verificado pela USP2a (LIU et al,,
2013). Ainda, aparentemente, a USP2b parece ter maior potencial de estabilizacéo de
EGFR para degradagcéo comparado com USP2a. Esta observacdo de fendtipos
diferentes entre USP2a e USP2b na taxa de degradacdo de EGFR pode estar
relacionado com a regido N-terminal das isoformas. Ha evidéncias que apontam que
DUBs apresentam especificidade aos diferentes tipos de cadeias de poliubiquitina
(linear ou posi¢cao de ligacdo na lisina) além de seus outros dominios, contribuindo
para a selegao do substrato (KOMANDER et al., 2009). Apesar de ambas as isoformas
USP2a e USP2b apresentam capacidade de clivagem em cadeias poliubiquitinadas
ligadas a K48 e K63 (ZHANG et al., 2014).

OBERFELD et al. (2011) observou diferentes formas de interacdo das
isoforma USP2a e USP2b nos canais de sbdio epiteliais, reforcando a ideia que a

conformagéo N-terminal unica da isoforma USP2b esta provavelmente envolvida na
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especificidade do alvo. Enquanto USP2a nao apresentou essa atividade, sugerindo
que sua porcao N-terminal resulta em uma localizacao subcelular diferente e/ou
inibicdo da atividade catalitica nos canais ubiquitinados. Em seu modelo proposto,
USP2b possui capacidade de interac&o fisica com a enzima ubiquitina ligase dos
canais de sodio, interagindo tanto com seu dominio catalitico quanto sua regido N-
terminal.

Estudo realizado por LIN et al. (2000) também observou diferente localizacao
celular das isoformas USP2a (UBP-t1) e USP2b (UBP-t2) homdlogas em testiculos de
ratos devido a regido N-terminal distinta, além de diferencas na sua expressao, sendo
encontrado UBP-t1 em estagios precoces e UBP-t2 em estagios tardios.

Neste contexto, investigacOes futuras dever&o evidenciar se a duas enzimas
poderiam trabalhar de forma sinergética, por possuirem a mesma atividade enzimatica
ou efeitos antagdnicos, uma vez que tem regides N-terminal distintas as quais
poderiam modular diferencialmente a afinidade e/ou localizacdo subcelular destas

enzimas.
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6 CONCLUSOES

o USP2a e USP2b foram adequadamente superexpressas em células HEK293T
e HelLa. O método alternativo e mais acessivel de transfeccédo empregando
co-precipitado de fosfato de calcio foi eficiente para a expressdo das
deubiquitinases em células HEK293T.

o Em células HelLa, USP2a e USP2b apresentaram pico de expresséo entre 12
e 24 horas ap6s a introdugéo dos plasmideos de expressao.

o USP2a enddgena pode ser enriquecida na fragdo de 30% de saturagdo de
sulfato de amédnio e visualizada diretamente com o anticorpo anti-USP2a
(clone 4GD2).

o Anticorpo monoclonal 4GD2 imunoprecipita USP2a endégena, mostrando-se
como interessante ferramenta na caracterizacdo de parceiros moleculares
desta deubiquitinase.

o Evidéncias experimentais sugerem que células superexpressando USP2b
apresentam capacidade de estabilizacdo de EGFR, inclusive superior, ao

observado para a USP2a.



54

REFERENCIAS

ALLENDE-VEGA, N. et al. MdmX is a substrate for the deubiquitinating enzyme
USP2a. Oncogene, v. 29. n. 3, p. 432-441, jan. 2010. DOI: 10.1038/0nc¢.2009.330.

ALWAN, H. A.; VAN LEEUWEN, J. E. UBPY-mediated epidermal growth factor
receptor (EGFR) de-ubiquitination promotes EGFR degradation. Journal of
Biological Chemistry, v. 282, n. 3, p. 1658-1669, jan. 2007.

DOI: 10.1074/jbc.M604711200.

AMERIK, A. Y.; HOCHSTRASSER, M. Mechanism and function of deubiquitinating
enzymes. Biochim Biophys Acta, v. 1695, n. 1-3, p. 189-207, nov. 2004.
DOI: 10.1016/j.bbamcr.2004.10.003.

BURKE, P.; SCHOOLER, K; WILEY, H. S. Regulation of epidermal growth factor
receptor signaling by endocytosis and intracellular trafficking. Molecular Biology of
the Cell, Bethesda, v.12, n. 6, p.1897-1910, jun. 2001. DOI: 10.1091/mbc.12.6.1897 .

CHUANG, S. J. et al. 6-Thioguanine is a noncompetitive and slow binding inhibitor of
human deubiquitinating protease USP2. Scientific Reports, v. 8, n. 3102, fev. 2018.
DOI: 10.1038/s41598-018-21476-w.

CLAGUE, M. J.; URBE, S. Endocytosis: the DUB version. Trends in Cell Biology,
v. 16, n. 11, p. 551-559, nov. 2006. DOI: 10.1016/j.tcb.2006.09.002.

CLAGUE, M. J.; LIU, H.; URBE, S. Governance of endocytic trafficking and signaling
by reversible ubiquitylation. Developmental Cell, v. 23, n. 3, p. 457-467, set. 2012.
DOI: 10.1016/j.devcel.2012.08.011.

CONTE, A.; SIGISMUND, S. Methods to Investigate EGFR Ubiquitination. Methods
in Molecular Biology, v. 1652, p. 81-100, 2017. DOI: 10.1007/978-1-4939-7219-
7_5

D’ARCY, P.; WANG, X.; LINDER, S. Deubiquitinase inhibition as a cancer
therapeutic strategy. Pharmacology & Therapeutics, v. 147, p. 32-54, mar. 2015.
DOI: 10.1016/j.pharmthera.2014.11.002.

DIKIC, I.; GIORDANO, S. Negative receptor signalling. Current Opinion in Cell
Biology, v.15, n. 2, p. 128-135, abr. 2003. DOI: 10.1016/s0955-0674(03)00004-8.

DOHERTY, G. J.; MCMAHON, H. T. Mechanisms of endocytosis. Annual Review of
Biochemistry, v. 78, p. 857-902, 2009.
DOI: 10.1146/annurev.biochem.78.081307.110540.

DUAN, L. et al. Cbl-mediated ubiquitylation is required for lysosomal sorting of
epidermal growth factor receptor but is dispensable for endocytosis. Journal of
Biological Chemistry, v. 278, n. 31, p. 28950-28960, ago. 2003.

DOI: 10.1074/jbc.M304474200.



55

DUEX, J. E.; SORKIN, A. RNA interference screen identifies Usp18 as a regulator of
epidermal growth factor receptor synthesis. Molecular Biology of the Cell, v. 20,
n. 6, p. 1833-1844, mar. 2009. DOI: 10.1091/mbc.e08-08-0880.

FARESSE, N.; DEBONNEVILLE, A.; STAUB, O. USP2-45 Represses Aldosterone
Mediated Responses by Decreasing Mineralocorticoid Receptor Availability. Cellular
Physiology and Biochemistry, v. 31, n. 2-3, p. 462-472, 2013.

DOI: 10.1159/000343382.

FUTTER, C. E. et al. Multivesicular endosomes containing internalized EGF-EGF
receptor complexes mature and then fuse directly with lysosomes. Journal of Cell
Biology, v. 132, n. 6, p. 1011-1023, mar. 1996. DOI: 10.1083/jcb.132.6.1011.

GIMENEZ, A. P. et al. Identification of novel putative-binding proteins for cellular
prion protein and a specific interaction with the STIP1 homology and U-Box-
containing protein 1. Prion, v. 9, n. 5, p. 355-366, 2015.

DOI: 10.1080/19336896.2015.1075347.

GOH, L. K;; SORKIN, A. Endocytosis of receptor tyrosine kinases. Cold Spring
Harbor Perspectives in Biology, v. 5, n. 5, maio 2013.
DOI: 10.1101/cshperspect.a017459.

GOUSSEVA, N.; BAKER, R. T. Gene structure, alternate splicing, tissue distribution,
cellular localization, and developmental expression pattern of mouse deubiquitinating
enzyme isoforms Usp2-45 and Usp2-69. Gene Expression, v. 11. n. 34, p. 163-
179, 2003.

GRANER, E. et al. The isopeptidase USP2a regulates the stability of fatty acid
synthase in prostate cancer. Cancer Cell, v. 5. n. 3, p. 253-261, mar. 2004.

GREEN, A. A, HUGHES, W. L. Protein solubility on the basis of solubility in aqueous
solutions of salts and organic solvents. Methods in Enzymology, v.1, p. 67-90,
1995. https://doi.org/10.1016/0076-6879(55)01014-8.

GRUENBERG, J. The endocytic pathway: a mosaico of domains. Nature Reviews
Molecular Cell Biology, v. 2, n.10, p. 721-730, out. 2001. DOI: 10.1038/35096054.

HAGLUND, K. et al. Multiple monoubiquitination of RTKs is sufficient for their
endocytosis and degradation. Nature Cell Biology, v. 5, n. 5, p. 461-466, maio
2003. DOI: 10.1038/ncb983.

HAGLUND, K.; DIKIC, I. Ubiquitylation and cell signaling. The European Molecular
Biology Organization Journal, v. 24, n. 19, p. 3353-3359, out. 2005.
DOI: 10.1038/sj.emboj.7600808.

HEATON, S. M.; BORG, N. A_; DIXIT, V. M. Ubiquitin in the activation and
attenuation of innate antiviral immunity. The Journal of Experimental Medicine,
v.213,n. 1, p.1-13, jan. 2016. DOI: 10.1084/jem.20151531.


https://doi.org/10.1016/0076-6879(55)01014-8

56

HERSHKO, A.; CIECHANOVER, A. The ubiquitin system. Annual Review of
Biochemistry, v. 67, p. 425479, 1998.

HOCHSTRASSER, M. Origin and function of ubiquitin-like proteins. Nature, v. 458,
n. 7237, p. 422-429, mar. 2009. DOI: 10.1038/nature07958.

HOELLER, D.; DIKIC, I. Targeting the ubiquitin system in cancer therapy. Nature,
v. 458, n. 7237, p. 438-444, mar. 2009. DOI: 10.1038/nature07960.

HUANG, T. T.; DDANDREA, A. D. Regulation of DNA repair by ubiquitylation. Nature
Reviews Molecular Cell Biology, v. 7, n. 5, p. 323-334, maio 2006. DOI:
10.1038/nrm1908.

HUANG, F.; GOH, L. K;; SORKIN, A. EGF receptor ubiquitination is not necessary for
its internalization. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 104,
n. 43, p. 16904-16909, out. 2007. DOI: 10.1073/pnas.0707416104.

HUANG, F. et al. Lysine 63-linked polyubiquitination is required for EGF receptor
degradation. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 110, n. 39,
p.15722-15727, set. 2013. DOI: 10.1073/pnas.1308014110.

JEONG, P. et al. Assess the expression of ubiquitin specific protease USP2a for
bladder cancer diagnosis. BMC Urology, v. 15, n. 80, p.1-6, ago. 2015.
DOI: 10.1186/s12894-015-0074-x.

JOHNSON, D. E. The ubiquitin—proteasome system: opportunities for therapeutic
intervention in solid tumors. Endocrine-Related Cancer, v. 22, n. 1, p.1-17, fev.
2015. DOI: 10.1530/ERC-14-0005.

KATZMANN, D. J.; BABST, M.; EMR, S. D. Ubiquitin-dependent sorting into the
multivesicular body pathway requires the function of a conserved endossomal protein
sorting complex, ESCRT-I. Cell, v. 106, n. 2, p. 145-155, jul. 2001.

DOI: 10.1016/s0092-8674(01)00434-2.

KATZMANN, D. J.; ODORIZZI, G.; EMR, S.D. Receptor downregulation and
multivesicular-body sorting. Nature Reviews Molecular Cell Biology, v. 3, n. 12,
p. 893-905, dez. 2002. DOI: 10.1038/nrm973.

KOMANDER, D.; RAPE, M. The ubiquitin code. Annual Review Biochemistry,
v. 81, p. 203-229, 2012. DOI: 10.1146/annurev-biochem-060310-170328.

KOVACS, E. et al. A structural perspective on the regulation of the epidermal growth
factor receptor. Annual Reviews Biochemistry, v. 84, p. 739-764, 2015. DOI:
10.1146/annurev-biochem-060614-034402.

LAUWERS, E.; JACOB, C.; ANDRE, B. K63-linked ubiquitin chains as a specific
signal for protein sorting into the multivesicular body pathway. The Journal of Cell
Biology, v. 185, n. 3, p. 493-502, maio 2009. DOI: 10.1083/jcb.200810114.



57

LEVKOWITZ, G. et al. c-Cbl/Sli-1 regulates endocytic sorting and ubiquitination of
the epidermal growth factor receptor. Genes & Development, v. 12, n. 23, p. 3663-
3674, dez. 1998. DOI: 10.1101/gad.12.23.3663.

LIU, Z. et al. The ubiquitin-specific protease USP2a prevents endocytosis mediated
EGFR degradation. Oncogene, v. 32. n. 13, p. 1660-1669, mar. 2013.
DOI: 10.1038/onc.2012.188.

MA, Y. M. et al. Targeting of AMSH to endosomes is required for epidermal growth
factor receptor degradation. The Journal of Biological Chemestry, v. 282, n. 13,
p. 9805-9812, mar. 2007. DOI: 10.1074/jbc.M611635200.

MARMOR, M. D.; YARDEN, Y. Role of protein ubiquitylation in regulating
endocytosis of receptor tyrosine kinases. Oncogene, v. 23, n. 11, p. 2057-2070, mar.
2004. DOI: 10.1038/sj.0nc.1207390.

MARTINS, V. R. et al. Complementary hydropathy identifies a cellular prion protein
receptor. Nature Medicine, v. 3, n. 12, p. 1376-82, 1997. DOI: 10.1038/nm1297-
1376.

MCCANN, A. P. et al. Deubiquitylating enzymes in receptor endocytosis and
trafficking. Biochemical Journal, v. 473, n. 24, p. 4507-4525, dez. 2016.
DOI: 10.1042/BCJ20160826.

MCCULLOUGH, J.; CLAGUE, M. J.: URBE S. AMSH is an endosome-associated
ubiquitina isopeptidase. The Journal of Cell Biology, v. 166, n. 4, p. 487-492, ago.
2004. DOI: 10.1083/jcb.200401141.

MELLINGHOFF, I. K; CLOUGHESY, T. F.; MISCHEL, P. S. PTEN-mediated
resistance to epidermal growth factor receptor kinase inhibitors. Clinical Cancer
Research, v. 13, n. 2, p. 378-381, jan. 2007.

MELKER, A. A. et al. C-Cbl ubiquitinates the EGF receptor at the plasma membrane
and remains receptor associated throughout the endocytic route. Journal of Cell
Science, v. 114, pt. 11, p. 2167-2178, jun. 2001.

MIZUNO, E. et al. Regulation of epidermal growth factor receptor down-regulation by
UBPY-mediated deubiquitination at endosomes. Molecular Biology of the Cell,
v. 16, n. 11, p. 5163-5174, nov. 2005. DOI: 10.1091/mbc.e05-06-0560.

MOLUSKY, M. M. et al. Ubiquitin-specific protease 2 regulates hepatic
gluconeogenesis and diurnal glucose metabolism through 11beta-hydroxysteroid
dehydrogenase 1. Diabetes, v. 61. n. 5, p. 1025-1035, maio 2012. DOI:
10.2337/db11-0970.

MOSESSON, Y. et al. Endocytosis of receptor tyrosine kinases is driven by
monoubiquitylation, not polyubiquitylation. The Journal of Biological Chemistry,
v. 278, n. 24, p. 21323-21326, jun. 2003. DOI: 10.1074/jbc.C300096200.



58

NIJMAN, S. M. et al. A genomic and functional inventory of deubiquitinating
enzymes. Cell, v. 123. n. 5, p. 773-786, dez. 2005. DOI: 10.1016/j.cell.2005.11.007.

OBERFELD, B. et al. Ubiquitin-specific protease 2-45 (Usp2-45) binds to epithelial
Na+ channel (ENaC)-ubiquitylating enzyme Nedd4-2. American Journal of
Physiology-Renal Physiology, v. 301. n. 1, p. F189-F196, jul. 2011. DOI:
10.1152/ajprenal.00487.2010.

PICKART, C. M. Mechanisms underlying ubiquitination. Annual Review of
Biochemistry, v. 70, p. 503-533, 2001. DOI: 10.1146/annurev.biochem.70.1.503.

POLO, S.; DIFIORE, P. P.; SIGISMUND, S. Keeping EGFR signaling in check
ubiquitin is the guardian. Cell Cycle, v. 13, n. 5, p. 681-682, 2014. DOI:
10.4161/cc.27855.

PRIOLO, C. et al. The isopeptidase USP2a protects human prostate cancer from
apoptosis. Cancer Research, v. 66, n. 17, p. 8625-8632, set. 2006. DOI:
10.1158/0008-5472.CAN-06-1374.

PRIOLO, C. et al. Targeting Deubiquitinating Enzymes. In. SAKAMOTO, K.; RUBIN,
E. (ed.). Modulation of Protein Stability in Cancer Therapy, p. 121-146, 2009.

RENATUS, M. et al. Structural basis of ubiquitin recognition by the deubiquitinating
protease USP2. Structure, v. 14. n. 8, p. 1293-1302, ago. 2006. DOI:
10.1016/j.str.2006.06.012.

REYES-TURCU, F. E.; VENTII, K. H.; WILKINSON, K. D. Regulation and cellular
roles of ubiquitin-specific deubiquitinating enzymes. Annual Review of
Biochemistry, v. 78, p. 363-397, 2009.

DOI: 10.1146/annurev.biochem.78.082307.091526.

RIBEIRO, C. F. Caracterizagéo bioquimica e funcional da deubiquitinase USP2a.
2016. 86f. Tese (Doutorado em Microbiologia, Parasitologia e Patologia) —
Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2016.

ROCHA, S. R. Producgéo de bioferramentas para o estudo da deubiquitinase USP2.
2016. 73f. Curitiba: Dissertacéo (Mestrado em Biologia Celular e Molecular) —
Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2016.

ROUGIER, J. S. et al. Ubiquitin-specific protease USP2-45 acts as a molecular
switch to promote alpha2delta-1-induced downregulation of Cav1.2 channels.
Pfliigers Archiv European Journal of Physiology, v. 467. n. 9, p. 1919-1929, set.
2015. DOI: 10.1007/s00424-014-1636-6.

SAMBROOK, J.; RUSSEL, D. W. Molecular cloning: a laboraroty manual. 3. ed.
New York: Cold Spring Harbor, 2001.

SAVIO, M. G. et al. USP9X controls EGFR fate by deubiquitinating the endocytic
adaptor Eps15. Current Biology, v. 26, n. 2, p. 173-183, jan. 2016.
DOI: 10.1016/j.cub.2015.11.050.



59

SCHMIDT, M.; FINLEY, D. Regulation of proteasome activity in health and disease.
Biochimica et Biophysica Acta, v. 1843, n. 1, p. 13-25, jan. 2014.
DOI: 10.1016/j.bbamcr.2013.08.012.

SCHLESSINGER, J. Cell signaling by receptor tyrosine kinases. Cell, v. 103, n. 2,
p. 211-225, out. 2000. DOI: 10.1016/s0092-8674(00)00114-8.

SCOMA, H. D. et al. The de-ubiquitinylating enzyme, USP2, is associated with the
circadian clockwork and regulates its sensitivity to light. PLoS One, v. 6. n. 9, 2011.
DOI: 10.1371/journal.pone.0025382.

SHEN, M. et al. Targeting the ubiquitin-proteasome system for cancer therapy.
Expert Opinion on Therapeutic Targets, v. 17, n. 9, p. 1091-1108, set. 2013.
DOI: 10.1517/14728222.2013.815728.

SIGISMUND, S. et al. Clathrin-independent endocytosis of ubiquitinated cargos.
Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 102, n. 8, p. 2760-2765,
fev. 2005. DOI: 10.1073/pnas.0409817102.

SIGISMUND, S. et al. Clathrin-mediated internalization is essential for sustained
EGFR signaling but dispensable for degradation. Developmental Cell, v. 15, n. 2,
p. 209-219, ago. 2008. DOI: 10.1016/j.devcel.2008.06.012.

SORKIN, A.; VON ZASTROW, M. Signal transduction and endocytosis: close
encounters of many kinds. Nature Reviews Molecular Cell Biology, v. 3, n. 8,
p. 600-614, ago. 2002. DOI: 10.1038/nrm883.

STEVENSON, L. F. et al. The deubiquitinating enzyme USP2a regulates the p53
pathway by targeting Mdm2. Embo Journal, v. 26. n. 4, p. 976-986, fev. 2007.
DOI: 10.1038/sj.emboj.7601567.

TOMALA, M. D. et al. Identification of small-molecule inhibitors of USP2a. European
Journal of Medicinal Chemistry, v.150, p. 261-267, abr. 2018.
DOI: 10.1016/j.ejmech.2018.03.009.

VAN DER GEER, P.; HUNTER, T.; LINDBERG, R.A. Receptor protein-tyrosine
kinases and their signal transduction pathways. Annual Review of the Cell and
Developmental Biology, v. 10, p. 251-337, 1994.

DOI: 10.1146/annurev.cb.10.110194.001343.

WANG, Z. et al. Development of a highly reliable assay for ubiquitin-specific protease
2 inhibitors. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 27, n. 17, p. 4015-4018,
set. 2017. DOI: 10.1016/j.bmcl.2017.07.059.

WINGFIELD, P. T. Protein precipitation using ammonium sulfate. Current Protocols
in Protein Science. Appendix 3F, maio 2001. DOI: 10.1002/0471140864.psa03fs13.

WOELK, T. et al. The ubiquitination code: a signalling problem. Cell Division, v. 2.
p. 11, mar. 2007. DOI: 10.1186/1747-1028-2-11.



60

YE, Y.; RAPE, M. Building ubiquitin chains: E2 enzymes at work. Nature Reviews
Molecular Cell Biology, v. 10, n. 11, p. 755-764, nov. 2009. DOI: 10.1038/nrm2780.

ZANATA, S. M. et al. Stress-inducible protein 1 is a cell surface ligand for cellular
prion that triggers neuroprotection. Embo Journal, v. 21, n. 13, p. 3307-3316, jul.
2002a. DOI: 10.1093/emboj/cdf325.

ZANATA, S. M. et al. Antagonistic effects of Rnd1 and RhoD GTPases regulate
receptor activity in Semaphorin 3A-induced cytoskeletal collapse. The Journal of
Neuroscience, v. 22, n. 2, p. 471-477, jan. 2002b.

ZHANG, L. et al. Ubiquitin-specific protease 2b negatively regulates IFN-beta
production and antiviral activity by targeting TANK-binding kinase 1. Journal of
Immunology, v.193, n. 5, p. 2230-2237, set. 2014. DOI: 10.4049/jimmunol.1302634.



