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RESUMO

A familia das ADAMs (Dominios Desintegrina e Metaloprotease) compreende
proteinas de superficie celular localizadas na membrana plasméatica e que possuem
diversas funcdes bioldgicas, as quais incluem interagdes célula-célula e célula-matriz
além de atividade proteolitica. Membros desta familia possuem uma organizagéo
estrutural que incluem os dominios metaloprotease, desintegrina, rico em cisteina,
semelhante ao fator de crescimento epidermal, transmembranico e citoplasmatico. O
objeto de estudo deste trabalho foi a proteina ADAM23, que esta expressa em altos
niveis no sistema nervoso central, tanto de embrides como adultos. Na ADAM23 o
dominio metaloprotease encontra-se inativo sugerindo que participe em processos
de adesdo, modulando a atividade de integrinas. Camundongos nocauteados para o
gene da ADAM23 apresentam defeitos neuroldgicos severos, corroborando com a
indicacao da importancia desta proteina no desenvolvimento do cérebro normal. Ja
foi demonstrado na literatura que o metilmercuario (MeHg), um potente e largamente
distribuido contaminante ambiental, responsavel por varios tipos de neuropatias, €
capaz de ativar outros membros da familia ADAM, particularmente aqueles que
ativam a via de Notch. Uma vez que o MeHg esta envolvido com modificacdes
aberrantes no sistema nervoso por interferir na sinalizagdo das moléculas
responsaveis pelo desenvolvimento normal dos neurbnios e ADAM23 é uma
molécula abundantemente expressa pelos neurdnios e estd diretamente envolvida
com o desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso, hipotetizamos neste
trabalho a possivel participagdo de ADAM23 nos processos de toxicidade mediados
pelo MeHg. Células eucariéticas (HelLa) expressando estavelmente ADAM23
ectopica foram produzidas e submetidas ao tratamento com MeHg por vinte e quatro
horas. Os ensaios de adesdo foram executados para verificar se estas células
seriam influenciadas ou ndo no seu comportamento adesivo frente as proteinas de
matriz extracelular (fibronectina e vitronectina) sob a influéncia MeHg. N&o foi
observada diferenca significativa nos processos adesivos quando as células foram
semeadas sobre fibronectina. Em contrapartida, quando foram semeadas sobre
vitronectina, um dos clones expressando mais ADAM23 (clone 22) apresentou
menor capacidade adesiva, antes mesmo do tratamento com MeHg, quando
comparado com a linhagem selvagem. O tratamento com MeHg reduziu a
capacidade adesiva, tanto das células selvagens como do clone 13, sobre
vitronectina. A diferengca nos fendmenos adesivos frente a diferentes substratos
(vitronectina e fibronectina) na presenca de ADAM23 sugere tanto a participagdo de
ADAM23 no processo adesivo como a diferente escolha de receptores de
ancoragem a matriz extracelular (e.g. integrinas). A diminuicdo na capacidade
adesiva de células submetidas ao tratamento com MeHg apenas sobre vitronectina
sugere que a interferéncia mediada pelo MeHg é especifica para alguns tipos de
componentes da matriz extracelular e seus respectivos receptores celulares.

Palavras-chave: ADAM 23. MetilmercuUrio. Matriz extracelular



ABSTRACT

The ADAM proteins (A Desintegrin and Metalloprotease domains) are membrane cell
surface molecules with several functions on cell/cell or cell/matrix interaction, having
both adhesive and proteolytic properties. These proteins have a structural
organization consisting of metalloprotease domain, desintegrin, cystein-rich,
epidermal growth factor-like, transmembrane and cytoplasmatic domains. The
ADAM23, which is predominantly expressed in the central nervous system, has no
metalloprotease activity, suggesting that its adhesive function be mediated only by its
disintegrin domain. ADAM23 has been related with development and maintenance of
central nervous system, since adam23 knock-out mice suffer of severe neurological
defects and die 6-8 days after birth. It has been shown that methylmercury (MeHg), a
potent and widespread environmental neurotoxin, is able to activate members of the
ADAM family, particularly those involved in Notch receptor pathway activation. Since
MeHg toxicity is involved with human deficits in neurological function, due to aberrant
nervous system development, and ADAM23 is directly involved with the normal
establishment of nervous system, here we hypothesized a possible role of ADAM23
in the toxicity mediated by MeHg. HelLa cells, ectopically expressing ADAM23, were
treated with MeHg and the adhesion capacity of the cells was measured over
different extracellular matrix components (fibronectin and vitronectin). We could not
observe any effect when cells were plated over fibronectin. However, an
overexpressing ADAM23 clone (22) showed a decreased adhesion over vitronectin,
even in the absence of MeHg, when compared with the control, suggesting
involvement of specific signals mediated by cell membrane receptors (e.g. integrins)
and a preference for distinct extracellular matrix components. Furthermore, MeHg
treatment reduced adhesion of both wild-type and clone 13 (overexpressing
ADAM23) over vitronectin. Taken together, these results suggest that ADAM23 may
interfere in MeHg toxicity altering the adhesive properties of the cells.

Key words: ADAM 23. Methylmercury. Extracellular Matrix.
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1. INTRODUCAO

1. 1 Metilmercurio

Certas neuropatologias classicas tém sido associadas a interacdo entre o
organismo humano, o meio ambiente e as modificacdes desse meio decorrente da
atividade humana: a doenga de Parkinson, freqlientemente associada a exposicéo a
compostos organicos; a doenca de Alzheimer, algumas vezes associada a
exposicdo ao aluminio; e a recente associacao da esquizofrenia com a interacdo de
fatores hereditarios e adquiridos, sdo alguns dos possiveis exemplos. As
neuropatologias associadas a intoxicagdo mercurial sdo testemunhos classicos das
consequUéncias da exposi¢cdo do homem a fatores de risco ambientais.

O mercario representa um difundido e perigoso contaminante ambiental,
com grande capacidade de bioacumular-se e biomagnificar-se na cadeia alimentar
aumentando o risco da exposicdo humana. Na natureza, compostos mercuriais
podem passar por diversos processos de transformagao, convertendo-se em formas
organicas e inorganicas (EISLER, 2004; CRESPO-LOPEZ et al., 2005). Em estudos
comparativos com diferentes espécies, o metilmercurio (MeHg) revelou-se como a
forma mais téxica do mercurio (TOIMELA & TAHTI., 2004; SILVA-PEREIRA et al.,
2005).

O mercurio € exposto aos seres humanos na forma do vapor ou na sua
forma orgéanica, o metilmercuario. A forma organica, presente na agua e nos peixes,
encontra caminho para o organismo humano através da alimentacao. Entre os riscos
que oferecem essas formas de interacgdo homem e ambiente, € de particular
significado a agresséo ao sistema nervoso central e periférico.

Estudos toxicologicos sobre a exposi¢cao ao metilmercurio tém demonstrado
que o sistema nervoso central € um 6rgdo alvo (MOTTET et al., 1984). Este fato
pode ser associado a habilidade do MeHg em facilmente atravessar a barreira
hematoencefalica por ser altamente lipofilico, acumulando-se entdo em diferentes
areas como o cerebelo, cértex cerebral e retina (MOTTET et al., 1984; ERIE et al.,

2005), causando a morte em certas populagdes neuronais.



12

Ha dois bem conhecidos incidentes de envenenamento por MeHg que
ocorreram no Japéo, Minamata, em 1950 e 1960 - (TAKEUCHI et al., 1962) e no
Irague em 1972 (BAKIR et al.,, 1973). Em ambas as epidemias de envenenamento
por MeHg, os sinais primarios de exposicdo foi a disfungdo neurolégica
caracterizada por ataxia cerebelar, fragueza generalizada nas extremidades e
distarbios sensoriais 0s quais incluem falhas na visédo e audicdo. Enquanto os sinais
primarios do envenenamento estdo bem descritos, 0s mecanismos da
neurotoxicidade do MeHg néo sdo completamente compreendidos.

A contaminacdo mercurial dos rios e lagos decorrentes das atividades no
garimpo de ouro, com contaminacdo dos peixes e de seres humanos, foi
caracterizada na regido Amazonica brasileira. Na Regido do Rio Tapajés, a
contaminacdo pelo mercurio, vem sendo estudada através da andlise do metal nos
peixes e nas amostras de cabelo de populagdes de diferentes comunidades
ribeirinhas (AKAGI et al., 1995; MALM et al., 1995; PINHEIRO et al., 2000; DOLBEC
et al., 2001). No processo da garimpagem do ouro nos rios da Amazonia, grande
quantidade de mercurio € utilizada na captacao de finas particulas do metal nobre,
formando um amalgama ouro-mercurio que posteriormente é submetido a queima
para separacao dos metais. O excesso do mercurio liquido e o vapor resultante da
gueima do amalgama depositam-se nos rios e lagos da regido, onde provavelmente
sofrem processos de metilacdo, com conseqiente acumulo na cadeia alimentar
aquatica. Estudos revelaram que atividades garimpeiras sdo responsaveis pela
liberacdo de mercurio no Rio Cuiaba e Rio Paraguai, no Pantanal Mato-grossense
(BASTOS et al. 2004; PINHEIRO et al. 2000).

Uma vez que o mercurio € biomodificado na cadeia alimentar aquatica, o
peixe configura-se como a maior rota de exposicdo ao metilmercario para a
populacdo humana (TAVARES et al. 2001; YOKOO et al. 2001; HYLANDER et al.
2000A; HYLANDER et al. 2000B).

Parte da sintomatologia devida a intoxicagdo mercurial advém de lesGes do
sistema nervoso central, porém uma parte significativa pode ser explicada pelo
comprometimento do sistema nervoso periférico, uma vez que a neuropatia
periférica e a lesdo dos ganglios das raizes dorsais sdo prevalentes nesses
pacientes (CHANG & HARTMANN, 1972). O exame post-mortem do sistema
nervoso central de seres humanos e animais expostos ao mercurio mostra que a

7

regido mais afetada é o cerebelo, sendo as células granulares especialmente
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suscetiveis de morte neuronal induzida por este agente neurotoxico (MARTY &
ATCHISON, 1997). TAKAHATA et al. (1970), em estudos post-mortem, em
mineradores de mercuario, mostraram altas concentracfes da substancia no cértex
occipital e o acumulo de pequenos granulos de mercario nas células nervosas,
particularmente nas células de Purkinje do cerebelo.

O metilmercario afeta a transmissdo sinaptica, tanto no sistema nervoso
periférico como no sistema nervoso central, e essa acdo € mediada por varios
mecanismos (ATCHISON & HARE, 1986). Um dos efeitos primarios do metilmercurio
sobre a transmissdo sinaptica € o aumento, seguido de diminuicdo, da liberacéo
espontanea do neurotransmissor, assim como a diminuicdo da liberagédo de
neurotransmissor provocada pelo impulso nervoso (ATCHISON & NARAHASHI,
1982; JUANG & YONEMURA, 1975; YUAN & ATCHISON, 1993). Esta ultima tem
sido associada a diminuicdo da quantidade de neurotransmissor disponivel para a
liberagdo (ATCHISON & NARAHASHI, 1982), ao bloqueio dos canais de Ca™"
dependentes de voltagem que controlam a exocitose das vesiculas sinapticas e a
diminuicdo da excitabilidade da membrana neuronal (SHRIVASTAV et al., 1976;
ATCHISON, 1986; TRAXINGER & ATCHISON, 1987; KAUPPINEN et al.,, 1989;
HARE & ATCHISON, 1992; SHAFER & ATCHISON, 1989).

Embora exista uma caracterizacdo das perdas visuais suscitadas pela
intoxicacdo mercurial ainda sdo pouco conhecidos 0s mecanismos celulares e
moleculares subjacentes a este tipo de lesdo, tanto na retina quanto no cortex
cerebral de mamiferos adultos.

Segundo BAIRD (1997), o mercurio possui grande afinidade por
grupamentos sulfidrilas (-SH) que aparecem comumente em enzimas que controlam
a velocidade das reacdes metabdlicas criticas no corpo humano e sao alvos deste
metal ingeridos ou por moléculas que contém este metal. Em contrapartida, se as
proteinas afetadas formam parte das maiores estruturas fundamentais para a
sobrevivéncia celular (como por exemplo, os microtlbulos), o mercurio pode alterar
estas estruturas até mesmo destrui-las, produzindo danos irreparaveis para a célula.

Um exemplo claro estudado no cérebro de ratas é que a inalagdo de vapores
de mercurio impede que o GTP se una a tubulina e inibe que esta se polimerize para
formar os microtubulos (PENDERGRASS et al., 1997). A tubulina é uma proteina
formadora do citoesqueleto celular conservada evolutivamente, tanto em vertebrados

como em invertebrados. Neste caso, os ions do mercurio poderiam afetar a dinamica
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da membrana dos cones de crescimento neuriticos, jA que conseguem interferir na
estrutura da membrana e diminuir seu crescimento em até 77% (LEONG et al.,
2001), visto que a formacdo de dendritos e ax6nios depende de um adequado
funcionamento destes cones de crescimento na célula. Estas estruturas filamentosas
podem se unir aos metais devido a sua elevada concentragdo de cisteinas e
metioninas, figurando como um dos mais importantes e abundantes componentes
subcelulares dos neurdnios ja que possuem a funcéo de organizar o trafico vesicular
através do axonio (LILIOM et al., 2000).

A despolariza¢@o dos microtubulos devido a presenca do mercurio tem sido
detectada em diversos tipos celulares e as células neuronais sdo muito mais
sensiveis que os fibroblastos e igual ou mais sensiveis as células gliais (LILIOM et
al., 2000). A destruicdo dos microtubulos e como consequéncia o acumulo destas
células nas fases M e G2 do ciclo celular, também sao propostos como um evento
importante no desenvolvimento de processos apoptéticos provocados pelo
metilmercario em linhagens neuronais (MIURA. et al., 1999).

Segundo THIER et al., 2003 e BONACKER et al., 2004, o mercurio também
pode provocar danos citogenéticos e os resultados obtidos dos estudos consistem
na idéia de que parte da toxicidade cromossémica provocada pelo mercurio pode
estar relacionada com a perda da funcionalidade da proteina cinesina e/ou dos
microtUbulos, o que conduziria a alterac6es na distribuicdo cromossdmica. Neste
caso, 0s compostos mercuriais atuariam através de sua influéncia sobre a prépria
formacdo dos microtubulos ou sobre a divisdo cromossO6mica e, consequentemente
conduziriam a perda de cromossomos.

O comprometimento funcional do sistema nervoso frente a diferentes classes
de agentes hoje reconhecidos como neurotoxicos comeca a revelar-se em bases
celulares e moleculares gragcas a esforcos crescentes no sentido de identificar
possiveis alvos e procedimentos terapéuticos nestes niveis que revertam ou

compensem os disturbios neuroldgicos relatados.
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1.2 ADAM 23

A sigla ADAM, A Desintegrin And Metalloprotease, faz referéncia aos
dominios desintegrina e metaloprotease apresentados por uma familia de proteinas
que possuem como estrutura comum um pré-dominio, dominio metaloprotease,
dominio desintegrina, regiao rica em cisteina, dominio semelhante ao EGF (fator de

crescimento epidermal), dominio transmembranico e cauda citoplasmatica.

Dominio

Sequéncia i
; . : i
pigh Metaloprotease Cisteina

H ‘ - _( )—
| h | Cauda

Cistoplasmatica

Dominio
Transmembrinico

—

Prodominio Desintegrina EGF-
iike

Figura 1. Estrutura comum da familia das proteinas ADAMs. (adaptado de COURTNEIDGE, S. A;
SEALS, D. F., 2003).

As ADAMSs séo proteinas transmembranicas que atuam tanto como enzimas
proteoliticas (através de seu dominio metaloprotease) e como ligante de integrina
(dominio desintegrina), sendo estas duas propriedades importantes na manutencao
estrutural e funcional do sistema nervoso (KARKKAINEN et al, 2000). Trinta e
quatro (34) ADAMs com o dominio transmembréanico foram clonadas e seqienciadas
e membros desta familia tém sido encontrados em diversas espécies como
Caenorhabditis elegans, Xenopus e Drosophila, mas nenhuma ADAM foi encontrada
em eucariotos unicelulares e em plantas (WOLFSBERG et al, 1995;
COURTNEIDGE & SEALS, 2003).

Os dominios estruturais das ADAMs sdo similares aos encontrados na
familia de proteinas soluveis do veneno de serpente (SVMPs), as metaloproteases
de veneno de serpente, e, as ADAMs sdo Unicas entre proteinas de superficie
celular relacionadas tanto no processo de adesdo como no proteolitico
(WOLFSBERG et al., 1995) sendo entdo cataliticamente ativas e reconhecedoras de
substratos especificos (BLOBEL & WHITE, 1992). Em vitimas de picada de
serpente, essas metaloproteases e desintegrinas promovem hemorragia, sendo que
as metaloproteases solUveis degradam membranas basais dos capilares
(BJARNASON & FOX, 1995) e as desintegrinas sollveis ligam integrinas das
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plaguetas, através de uma sequéncia tripeptidica RGD, inibindo sua agregacédo
(NIEWIAROWSKI et al., 1994).

A extremidade N terminal das ADAMs contém uma sequéncia sinal, que
direciona a molécula para a membrana plasméatica e um pr6-dominio, que mantém o
sitio metaloprotease inativo. A remoc¢ao do pr6-dominio da proteina precursora esta
envolvida com a maturacdo desta e com ativacdo do sitio metaloprotease. Essa
remocao ocorre durante seu processamento, logo apds sua passagem pelo
compartimento medial do Complexo de Golgi por uma pro - proteina convertase do
tipo furina (LUM et al., 1998), sendo sua fun¢é@o secundaria, auxiliar no dobramento
correto da proteina, particularmente do dominio metaloprotease (VAN WART &
BIRKEDAL-HANSEN, 1990; SEALS, 2003).

O dominio metaloprotease de muitas ADAMs possui 0 sitio ativo consenso
HExxHxxGxxH, no qual os residuos de histidina ligam atomos de zinco, sendo essa
ligacdo necessaria para a atividade proteolitica da molécula, enquanto a glicina
permite uma rotacdo e o acido glutamico € o residuo catalitico. (LUM et al., 1998;
SEALS et al., 2003; WOLFSBERG, et al., 1995).

O dominio metaloprotease das ADAMs 1, 8 — 10, 12, 13, 15-17, 19-21, 24-
26, 28, 30 e 33-40 contém os residuos do sitio ativo, e assim, sdo ativas
cataliticamente. Ja as ADAMs 2-7, 11, 14, 22, 23, 29 e 32 codificam sequéncias
diferentes neste dominio e apesar de estruturalmente similares, o sitio proteolitico
nao esta ativo (WOLFSBERG et al., 1995; SAGANE et al., 1998; YANG et al., 2006).

Em mamiferos, a maioria delas (incluindo ADAMs 2, 7, 18, 20, 21, 29 e 30)
sdo exclusivamente ou predominantemente expressas nos testiculos ou estruturas
associadas. Outros membros, (ADAMs 8, 9, 10, 11, 12, 15, 17, 19, 22, 23, 28 e 33)
possuem uma distribuicdo mais ampla.

O dominio desintegrina mimetiza um local de ligacdo das proteinas de
matriz, como a fibronectina, aos receptores de integrinas. Assim como a fibronectina,
muitas ADAMs possuem uma sequiéncia consenso RGD ou ECD (equivalente ao
RGD) dentro de um trecho de 13 aminoacidos, chamado alca desintegrina, que
confere ligagao a integrinas (BLOBEL et al., 1992). ADAM11, ADAM22 e ADAM23
tém uma sequéncia conservada, AVN (E/D) CD, e podem ligar a mesma integrina.
Esses exemplos demonstram que a seqiiéncia presente na al¢a desintegrina tem
papel critico na especificidade da adeséo as diferentes integrinas (SAGANE et al.,
1998).
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ADAMs 1, 3, 12 e 14 tém um motivo na sua regido rica em cisteina, que &
muito similar a seqliéncias encontradas em peptideos de fusédo virais (BLOBEL et
al., 1992). Esse fato, juntamente com observacdes que mostraram que as ADAMs 1,
3 e 12 participam de reacdes de fusdo celular, levaram a hipétese de que essa
regido esta envolvida em fusdo de membranas. Ela também pode complementar a
capacidade de ligagdo do dominio desintegrina e, talvez, proporcione especificidade
as interac6es mediadas por esse dominio. Além disso, ja se sabe que essa regido
regula a atividade metaloprotease em ADAM13 de Xenopus (SEALS, 2003).

O dominio semelhante a EGF, o dominio transmembrana e a cauda
citoplasméatica nas ADAMs sugerem que estas moléculas podem servir como
transdutores de sinal entre o meio extracelular e intracelular. As caudas
citoplasméticas das ADAMs sdo muito variaveis tanto em tamanho quanto na sua
seqguéncia e possuem motivos especializados que tém sido estudados no
envolvimentos da regulagéo da atividade metaloprotease a partir do meio intra para
0 extracelular, na regulacdo da sinalizagdo celular a partir do meio extra para o
intracelular, e/ou no controle da maturacdo e da localizagdo subcelular (SEALS,
2003).

A cauda citoplasmética pode ainda conter sitios de ligacdo para proteinas
possuidoras de dominio SH3 e sitios de fosforilagdo para serina/treonina e/ou
tirosina quinases, podendo, assim, ndo somente regular a fungdo da ADAM
diretamente, mas também, prover interacdo com ligantes intracelulares possuidores
de dominio SH2 nos residuos resultantes de fosfotirosina (SUN et al., 2004).

Diversas ADAMs sdo expressas em mdultiplas isoformas. Por exemplo,
ADAM22 (SAGANE et al.,, 1998), ADAM29 e ADAM30 (CERRETI et al., 1999)
possuem de duas a trés formas que variam no comprimento da cauda
citoplasmatica, embora nenhuma diferenca funcional nestas isoformas foram
relatadas. J& a ADAM12 possui duas isoformas (S e L) que divergem na sua funcao.

A expressado predominante de ADAM23 no cérebro (SNC) tanto de embrides
como de adultos, sugere sua participacdo no desenvolvimento e manutengao do
sistema nervoso (SAGANE et al., 1998; CAL et al., 2000; SUN et al.,, 2004). Esta
desintegrina apresenta estrutura tipica dos membros da familia, no entanto, nédo
possui no seu dominio metaloprotease os aminoacidos que formam sitio ativo para a
ligacdo de zinco (HExxHxxGxxH), o qual é critico para a atividade proteolitica.

Animais deficientes para essa proteina apresentam problemas neurolégicos, como
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tremor e ataxia e, sobrevivem no maximo duas semanas apO0s 0 nascimento
(SAGANE et al., 1998; MITCHELL et al., 2001).

A ADAM23 possui dominio metaloprotease inativo, sendo um ligante de
integrina, podendo entdo, estar envolvida com ades&o de células de origem neural.
Portanto, ADAM23 é uma molécula potencialmente adesiva, mas néo proteolitica e,
provavelmente, possui um papel fundamental no desenvolvimento e funcionamento
do sistema nervoso central (SAGANE et al., 1998).

Foi descrito que a ADAM23 interage com integrinas para promover a adesao
celular, sendo que uma maior adeséo foi observada quando células que expressam
integrina avP3 sdo plaqueadas sobre pocos recobertos pelo dominio desintegrina de
ADAM23. No entanto, tal adesdo ndo foi observada para células que expressam
ab5B1 submetidas ao mesmo procedimento que avp3. Interacées de adesédo célula-
célula e célula matriz extracelular sdo muito importantes para a formacéo e funcéo
da rede neural, podendo ser que alguns destes eventos estejam sendo modulados
pela ADAM23 que interage especificamente com av33 (CAL et al., 2000).

GOLDSMITH e colaboradores, (2004) demonstraram que células granulares
cerebelares sintetizam duas formas glicosiladas de ADAM23 com massas
moleculares aproximadas de 70 kDa e de 100 KDa, e ambas estdo presentes na
célula. ADAM23 com 100 KDa representa a forma imatura da proteina (cuja massa
tedrica é de 92 KDa), enquanto ADAM23 com 70 KDa corresponde a forma madura,
na qual ha auséncia do pré-dominio e cuja massa teodrica € de 61 kDa. Essa
hipotese foi levantada, devido ao fato da ADAM23 possuir um motivo de
reconhecimento para uma pro-proteina convertase entre seu pro-dominio e seu
dominio metaloprotease, sugerindo que ndo s6 as ADAMS cataliticamente ativas séo
processadas por pro-proteinas convertase (GOLDSMITH et. al., 2004).

SUN et al.,, (2004) identificaram uma isoforma da ADAM23 (ADAM230)
humana, chamada ADAM23y que ndo possui o dominio transmembrana e que é
principalmente expressa em encéfalo de embribes e neonatos, e uma isoforma,
chamada ADAM23[3, cujo dominio transmembrana é codificado por um éxon ainda
nado descrito, ambas provenientes de processamento alternativo do RNA.
Interessantemente, o padrédo de expressao temporal da subunidade av durante o
desenvolvimento de camundongos coincide, de certo modo, temporalmente com o

da ADAM23y, a qual € principalmente expressa em encéfalos de embribes e
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neonatos. O nivel de mMRNA de ambas diminui drasticamente ap6s o nascimento,
desaparecendo no SNC de camundongos adultos. Logo, a interagéo entre ADAM23y
e av pode ser importante em algum estagio durante o desenvolvimento cerebral. Em
alguma extensdo, ADAM23y pode estar competindo com ADAM23a e (3 por av,
prevenindo a ligacdo de avp33 a outras moléculas, e assim modulando as intera¢des

célula-célula e célula-matriz.
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2 JUSTIFICATIVA

Levando-se em consideracdo que a ADAM23 é predominantemente expressa
no SNC (Sistema Nervoso Central), o fen6tipo de camundongos nocauteados para
este gene e seu envolvimento no fenébmeno de adeséo celular, é provavel que esta
proteina possua grande importancia no desenvolvimento do sistema nervoso. Para
gue a rede neuronal possa ser formada durante o desenvolvimento do SNC existe a
necessidade da migracdo neuronal e do direcionamento axonal, onde interacdes
entre célula-célula e célula-matriz extracelular sédo imprescindiveis.

Adicionalmente, alguns estudos demonstraram que o metilmercurio pode
estar envolvido em problemas na formacgédo e extensdo dos cones de crescimento
dos neuritos (MIURA et al, 2000.) devido a um grande efeito neurotdxico, onde o
SNC é um orgéao-alvo.

Estas consideracbes nos levam a investigar o papel biol6gico da ADAM23
frente a intoxicacdo mercurial, mas para isso sdo necessarias ferramentas que
possam estuda-la em diversos ensaios bioquimicos e funcionais. Neste contexto,
fez-se necessario a producdo de células que expressassem ADAM23 em grande
guantidade a partir da insercdo de vetores apropriados como ferramenta no estudo

da funcao biolégica da proteina.
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3 OBJETIVOS

- Producédo de linhagens celulares que expressam ADAM23 humana a partir da

transfecgéo estavel com vetor apropriado e sele¢cdo com G418.

- Estudar o papel bioldgico de ADAM23, associada a fibronectina e vitronectina
(proteinas da matriz extracelular) na fenomenologia da adesao neuronal axonal sob

a influéncia de metilmercurio.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Cultura Celular

A linhagem celular HeLa (adenocarcinoma de cervix humano, codigo ATTC
(CCL-2) utilizada para a realizagdo dos experimentos foi cultivada em meio MEM
(Cultilab, Campinas, SP) suplementada com 10% de soro fetal bovino (SFB -
Cultilab, Campinas, SP), 1% piruvato/glutamina (Sigma, St. Louis, MO), 0,1%
garamicina, e o sub-cultivo celular foi realizado duas vezes por semana, numa
proporcao de 1:6. As células foram mantidas em estufa a 37° C contendo 5% de CO;

e umidade controlada.

4.2 Estocagem das células

Para que houvesse sempre um estoque, as células foram congeladas em
meio MEM suplementado com 40% de SFB e 10% de DMSO (Sigma, St. Louis, MO)
em nitrogénio liquido.

A recuperacdo das linhagens congeladas foi realizada através do seu
descongelamento rapido a 37°C seguido por semeadura em meio MEM

suplementado com 10% SFB.

4.3 Vetor

O vetor plasmidial utilizado - pcDNA 3.1(Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA)
foi gentilmente cedido pelo Dr. Santiago Cal (Universidade de Oviedo, Instituto

Universitario de Oncologia, Faculdade de Medicina, Espanha):
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- pcDNA 3.1 ADAM 23 - HA: cDNA da ADAM23 humano foi clonado no sitio Eco RV
do pcDNA 3.1 modificado, que contém 24 pb que codificam a hemaglutinina (HA).

Como resultado, a proteina ADAM23 resultante possui uma etiqueta de HA na regido
carboxi-terminal (CAL et al, 2000) e um promotor forte, 0 CMV — citomegalovirus
humano.

- pcDNA 3.1 (-): ndo contém o inserto da proteina. (Este vetor foi gentiimente cedido

pela Dra. Bettina Malnic, Instituto de Quimica, USP). Também possui o promotor

forte, 0 CMV - citomegalovirus humano.

4.4 Preparo das Aliquotas do Antibiético (Geneticin® G418, Gibco, USA).

A solucéo estoque de 0,06 g/ml foi preparada em &gua deionizada, filtrada
em filtro de membrana 0,22 yM e congelada a -20 °C ao abrigo luz.

As diluicbes foram feitas no momento do experimento fazendo-se os
célculos necesséarios para a utilizagdo da concentracdo de interesse a ser

adicionada diretamente no meio de cultivo da placa com as células.

4.5 Ensaio de Transfec¢gé&o com Lipofectamina

As células foram semeadas (2 x 10° células/pogo) em placas estéreis de
poliestireno de 35 mm de diametro (TPP, Suica) ou em placa de 6 pocos de 9,6 cm?
de &rea (TPP, Suica), quarenta e oito horas anterior ao ensaio para que ficassem
com aproximadamente 75-80% de confluéncia (foi utilizado meio MEM sem
garamicina).

O DNA plasmidial (4 pg) foi diluido em 250 pl de meio (sem SFB e sem
garamicina). Entdo, em outro tubo, 10pl da lipofectamina (Invitrogen Co., CA, USA)
foi diluida em 250 pl de meio (sem SFB e sem garamicina), homogeneizada e
incubada por cinco minutos a temperatura ambiente. As solu¢gdes foram combinadas,

homogeneizadas e deixadas em repouso por vinte minutos a temperatura ambiente.
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O meio das células foi trocado para 1,5 ml de meio (sem SFB e sem
garamicina) mais os 500 pl da solucéo de transfeccdo contendo o plasmideo e a
lipofectamina. ApOs quatro horas, foram adicionados 3 ml de meio de cultivo com
20% SFB. O antibi6tico G418 (500 pg/ml) foi adicionado ap6s 48 horas juntamente
com as respectivas diluicdes das células (1:2, 1:4, 1:8, 1:16) que foram transferidas
para uma placa (p100) de 78,5 cm? de &rea (TPP, Suica).

As células permaneceram em cultura por trés semanas e entdo foram

selecionadas as col6nias resistentes com anéis de clonagem e vaselina estéreis.

4.6 Preparo das Aliquotas de Metilmercurio

As aliquotas foram preparadas partindo-se de uma solugdo estoque de 4
mg/ml gentiimente fornecida pelo Prof. Dr. Ciro Alberto de Oliveira Ribeiro do
Laboratdrio de Toxicologia Celular - Departamento de Biologia Celular — UFPR.

As concentragbes estoques ficaram cem vezes (100x) mais concentradas
(0,2 mM; 0,25 mM; 0,5 mM; 1,0 mM; 5 mM; 7,5 mM; 10,0 mM) e a partir delas foram
feitas as diluicbes no meio de cultivo para que ficassem nas concentracdes de
trabalho (1,0 pM; 2,5 pyM; 5,0 pM; 10,0 uM; 50,0 pM; 75,0 uM e 100,0 uM)
preparadas no momento do experimento.

Todas as solugdes foram filtradas em filtro de membrana 0,22 pM,

armazenadas sob congelamento e ao abrigo da luz.

4.7 Ensaio de Viabilidade Celular - Método MTT

Em uma placa de 96 pocos, 4 x 10* células HelLa/poco foram semeadas em
meio MEM suplementado com 10% de SFB. Apés dezesseis horas, 0 meio dos
pocos foi trocado para MEM contendo 0,1% de SFB e deixado durante
aproximadamente vinte e quatro horas a 37°C com 5% de CO; e atmosfera
umidificada - 95%.
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Apés este periodo, as células foram tratadas (meio de cultivo sem SFB
acrescido do MeHg) com diversas concentracdes de metilmercurio (1,0 uM; 2,5 uM;
5,0 uM; 10,0 pM; 50,0 pM; 75,0 uM e 100,0 pM) e incubadas durante vinte e quatro
horas.

Uma solugéo 5 mg/ml de MTT (Merck, Darmstadt, Alemanha) foi preparada
em HBSS (Merck, Darmstadt, Alemanha) e apos aspirado cuidadosamente o meio
dos pocgos, 100 ul da solugédo de MTT foram colocados em cada pogo, obtendo-se
uma concentracao de 0,5 mg/ml de MTT/pogo.

As células foram incubadas em estufa de CO; a 37°C durante quatro horas.
O meio contendo MTT foi cuidadosamente retirado e 150 pl de isopropanol (TEDIA,
U.S.A.) foram adicionados em cada poc¢o. O meio foi homogeneizado e a leitura da
absorbancia foi realizada em um comprimento de onda de 550 nm. Os tratamentos

foram realizados em quintuplicata.

4.8 Analise da Presenca da Proteina ADAM23 nas Células Transfectadas por

Imunofluorescéncia

As células foram semeadas sobre laminulas de vidro (com
aproximadamente 2 cm? &area) que foram transferidas para uma placa de 24 pocos
(com 2 cm? &rea) num total de 5 x 10° células por poco (volume total de 70 pl de
meio MEM suplementado com 10% de SFB). Apés cinco horas foram adicionados
mais 500 pl do meio de cultivo, e cultivadas por vinte e quatro horas. As células
foram fixadas durante quinze minutos em vapor de formol e entdo lavadas com PBS.
Em seguida, foram adicionado 400 pl de saponina 0,01% (Sigma, St. Louis, MO) em
PBS por trinta minutos e entdo foram bloqueados os sitios inespecificos com PBS-
BSA 1% durante duas horas a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, tratou-se as
células com o anticorpo primario anti-HA (Zymed, Invitrogen) numa diluicao de 1:50.

O anticorpo primario foi deixado por dezesseis horas em camara Umida a
4°C e para retirada dos anticorpos nao ligados, as células foram lavadas quatro
vezes com PBS. Adicionou-se o anticorpo secundario anti-lgG de coelho Alexa Fldor
488 (Molecular Probes) na diluicdo de 1:700, incubado durante uma hora a

temperatura ambiente e protegido da luz (camara escura). As células foram
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novamente lavadas trés vezes com PBS e a marcacao do ndcleo das células foi feita
com 3 uM do corante DAPI por dez minutos a temperatura ambiente. Apds a
incubacdo com DAPI as células foram lavadas uma vez com agua deionizada e
entdo, montou-se a lamina utilizando Fluormont como meio de conservacgao.

A lamina permaneceu guardada a 4°C protegida da luz até sua andlise em

microscopia de fluorescéncia.

4.9 Andlise da Presenca da Proteina ADAM23 nas Células Transfectadas por
SDS-PAGE e Western Blot

4.9.1 SDS-PAGE

Foi utilizada a técnica de SDS-PAGE para a separacao eletroforética das
proteinas celulares. Quatro por cento de acrilamida/bis acrilamida em tampé&o Tris-
HClI 0,5 M (pH 6,8) contendo 0,4% de SDS (dodecil sulfato de soédio) foi a
concentracdo utilizada para o gel de empilhamento. Para o gel de separagéo, foi
utilizado uma concentracdo de 10% de acrilamida/bis acrilamida em tamp&o Tris-HCI
15 M (pH 8,8) contendo 0,4% de SDS (dodecil sulfato de sodio). Agentes
catalisadores (persulfato de amoénio e N,N,N,N-tetrametil etilenodiamina-TEMED)
foram adicionados em ambos o0s géis para que ocorresse a polimerizacdo dos
mesmos.

Quantidades iguais de proteinas de cada amostra foram misturadas em
tampao de amostra redutor (Tris-HCI 62 mM, pH 6,8, 0,2% de SDS, 10% de glicerol,
0,005% de azul de bromofenol e 50 mM de -mercaptoetanol) na propor¢céo de 1:4
(tampé&o de amostra:amostra) e fervidas durante aproximadamente cinco minutos.

As amostras foram cuidadosamente aplicadas nos pocos dos geéis e
submetidas a uma corrente de 10 mA até a entrada das proteinas no gel de
separacdo, com posterior aumento da corrente para 20 mA até a saida do gel da
frente de migrac&o. Marcadores de massa molecular (25, 30, 35, 50, 75, 105 e 160
kDa) foram utilizados para determinagéo das massas das proteinas de interesse.
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4.9.2 Western Blot

ApOGs a separacdo eletroforética, as proteinas foram transferidas e
imobilizadas em membranas de nitrocelulose (GE Piscataway, NJ) durante uma hora
sob voltagem constante de 100 V. Para a realizagao da transferéncia foi utilizado um
tampao de transferéncia contendo 192 mM de glicina, 25 mM de Tris, 0,037% de
SDS e 20% de metanol. Apds este processo, as membranas foram coradas com
vermelho de ponceau (0,2% de ponceau, 3% de &acido acético glacial) para a
verificagao da eficiéncia da transferéncia.

As membranas foram lavadas até a completa retirada do corante e
incubadas durante uma hora com solugédo TBS-T (120 mM de NaCl, 20 mM de Tris e
0,05% de Tween 20) contendo 5% de leite liofilizado, desnatado e desengordurado
(Molico,Nestlé) para que houvesse um bloqueio com proteinas inertes ao
experimento, dos sitios livres da membrana. Entdo, as membranas foram incubadas
sob agitacéo, por dezesseis horas a 4°C, com solucdo de anticorpo primario diluido
em tampdao de bloqueio (TBS-T leite). O anticorpo priméario e sua respectiva diluicao
utilizada foi: coelho anti-HA, 1:1000 (Zymed, Invitrogen). Apd6s a lavagem da
membrana com TBS-T por trés vezes de cinco minutos cada, foi incubada com o
anticorpo secundario adequado em tampéao de bloqueio por uma hora a temperatura
ambiente, sob agitagcdo. O anticorpo secundario utilizado foi: anti-lgG de coelho
conjugado com HRP, 1: 3000 com o substrato (H.O,) e o luminol para a reagéo
guimioluminescente (West Pico, Pierce Rockford, IL). A membrana foi colocada entre
duas folhas de filme plastico (transparéncia) e, no escuro, exposta a um filme auto-
radiografico (Kodak) por tempos determinados até a obtencdo do sinal, este

verificado apos revelacédo e fixagédo do filme.

4.10 Ensaio de Adeséao Celular

Placas de 96 pocos (TPP, Suica) foram tratadas com 15 pg/ml de

vitronectina, fibronectina, matrigel e BSA diluidas em PBS. Apo6s incubacdo por
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dezesseis horas a 4°C, os pocos foram lavados para retirar a proteina nao ligada e
entdo bloqueados com 1% de BSA por duas horas a 37°C.

Entdo, células Hela (10> células/poco), sob a influéncia ou ndo de
metilmercurio, foram semeadas em tampédo HEPES (20 mM HEPES, 150 mM NacCl,
2 mg/ml D-glucose, pH 7,4) e cétions divalentes (Mg** e Ca?") e entéio, deixadas a
37°C durante duas horas para que ocorresse a adeséo.

Os pocos foram lavados trés vezes com PBS para remocéao das células nao
aderidas, as que permanecerem aderidas foram fixadas com 100 pl de metanol/poco
e posteriormente coradas com azul de metileno (0,4% de azul de metileno em 30%
metanol). O corante foi eluido com solvente apropriado (0,4 g azul de metileno, 1 ml
de &cido acético glacial em 99 ml 4gua deionizada) e a absorbancia foi mensurada

espectrofotometricamente a 650 nm.

4.10 Anélise Estatistica

A analise estatistica foi realizada através do programa Graph Pad Prism 5 vs
5.00 usando o teste one-way ANOVA com Turkey's Multiple Comparision Test,

diferenca estatistica com p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeitos do Metilmercurio sobre a Viabilidade Celular

A andlise da viabilidade celular em células HeLa wt (linhagem selvagem)
tratadas com metilmercurio foi feita pelo método de metabolizagdo do MTT.

O MTT é um composto amarelo solluvel que é metabolizado via mitocondria,
obtendo-se como produto final um composto parpura insolivel que precipita dentro
da mitocondria celular. Ap6s o tempo decorrido de incubagédo com as células, o MTT
foi removido e o precipitado formado foi solubilizado com a adi¢cao de Isopropanol. A
leitura espectrofotométrica da absorbancia dos pocos foi feita e estabeleceu-se uma
correlacdo direta entre absorbéncia e viabilidade celular, ou seja, quanto mais
células viaveis, mais mitocéndrias e mais produto metabolizado, gerando uma

intensidade de cor maior, com maior absorbancia.
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Figura 2. Metilmercurio induz diminuicdo da viabilidade celular em células HelLa. Células HelLa
wt (4x10°céls/poco) foram tratadas com diversas concentracdes de metilmercurio durante 24 horas.
Apés este periodo, a viabilidade celular foi monitorada pelo método do MTT. A porcentagem de
células foi calculada em relacéo ao controle, que foi considerado como sendo 100%. n=5; p< 0,05.

O tratamento de células de adenocarcinoma de cervix humano - HelLa pelo
metilmercario induz uma diminuicdo na viabilidade celular na linhagem estudada

(figura 2).
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O gréfico foi construido considerando-se o veiculo do metilmercurio (HBSS)
como “branco” e, como controle, as células sem o tratamento (como sendo 100% na
contagem celular).

O carenciamento de soro que as células foram submetidas apés vinte quatro
horas ao seu plaqueamento foi realizado para que pudesse ser observado somente
o efeito do metilmercurio sob a viabilidade e ndo sob a proliferacéo, visto que com a
caréncia do SFB o crescimento foi diminuido em fungcédo da supresséao de diversos
fatores necessarios para o crescimento normal das células presente no mesmo.

Como podemos observar pela figura 2, ap6s vinte e quatro horas de
tratamento com MeHg percebe-se um efeito significativo/diminuicdo na viabilidade
celular a partir da concentragdo de 10 uM. Diante dos resultados obtidos e anélise
dos dados, foi escolhida a concentracao de 5 uM de metilmercurio para a realizacédo
dos experimentos posteriores. Esta escolha baseou-se no fato de ser a maior

concentracdo a ndo apresentar diminuicdo da viabilidade celular.

5.2 Efeito do Antibidtico - G418

Para analisarmos o efeito do metilmercario sobre células que expressam
ADAM23 fez-se necessério a producdo de ferramentas que pudessem ser utilizadas
neste estudo, bem como em outros projetos do grupo. Como ponto de partida
escolhemos fazer uma transfeccdo estavel devido a sua eficiéncia, estabilidade e
interacdo direta dos complexos (lipossomos) com a membrana ou endocitose néo
mediada por receptores.

O vetor de expresséao eucariética pcDNAS3.1 foi utilizado com e sem o inserto
da proteina ADAM23. Este vetor possui um gene de resisténcia ao antibidtico G418,
importante na sele¢cdo das células transfectadas positivamente.

O antibiético citado é um aminoglicosideo, similar na estrutura a
neomicina/gentamicina e kanamicina, téxico tanto para células procariticas como
eucaridticas e bloqueia a sintese protéica interferindo na funcédo dos ribossomos
(SOUTHERN & BERG, 1982).

O ensaio de toxicidade da célula HeLa selvagem e sem transfeccao foi

realizado, tratando-a com uma concentragao crescente de G418. Tal ensaio permite
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determinar a concentracdo adequada do antibiético que deve matar as células na
auséncia da expressdo do gene de resisténcia. As células dividiram-se algumas
vezes na presenca de doses letais do antibidtico e somente apos alguns dias o
efeito tornou-se aparente sendo que selecdo completa durou trés semanas.

Neste ensaio preliminar de toxicidade as células foram semeadas (10*
células) numa placa de 35mm de didmetro, o meio de cultivo (sem antibi6tico) foi
adicionado e apés quarenta e oito horas o G418 foi adicionado nas concentracdes
de 200, 400, 500 e 600 pg/ml.

As células apresentaram uma mortalidade de 100% em aproximadamente
dez dias na concentracdo de 600 pg/ml, enquanto que nas células ndo tratadas com
0 G418 (controle) o crescimento celular foi mantido. Observou-se uma mortalidade
menor na concentracdo de 500 pg/ml e 400 pg/ml (apdés dez dias) e ndo houve
mortalidade na concentragéo de 200 pg/ml.

Apés trés semanas todas as células morreram na concentragdo 500 pg/ml,
corroborando com os resultados apresentados em KIRSCH et al, 2003, resultando

na escolha desta concentragcao de trabalho.

5.3 Transfeccdo das Células HeLa com pcDNA3.1ADAM23 / pcDNA3.1(-) e confirmagéo

da expressdo da ADAM23 por Imunofluorescéncia /Western Blot.

Para o0 estabelecimento de colonias transfectadas estavelmente e
expressando a proteina ADAM23, as células HelLa foram transfectadas com o vetor
vazio (pcDNA 3.1(-)) e com o vetor contendo o inserto do gene adam23 fundido a
uma etiqueta de hemaglutinina (pcDNA3.1-ADAM23-HA), utilizando-se o reagente
Lipofectamine 2000 (Invitrogen Co., CA, USA). Paralelamente foi mantida como
controle a linhagem selvagem. Em todos os experimentos o G418 foi adicionado
apos quarenta e oito horas ao plagueamento das células, as quais sofriam
posteriores dilui¢cdes.

Apés selecdo realizada pelo G418 durante trés semanas, foi feito uma
clonagem nas coldnias resistentes. Esta etapa consistia na colocacdo de anéis
isoladores sobre as coldnias mais isoladas, tripsinizacao e transferéncia para outra

placa de cultivo celular ja contendo o meio de cultivo acrescido do G418.
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Foram realizadas quatro transfecgcdes com o isolamento de 59 colbnias
transfectadas com o vetor com ADAM23 e 11 coldnias com o vetor vazio. Apos a
expansdo das colbnias, todas passaram pelo processo de confirmagdo da

positividade da transfecgéo.

Figura 3. Células HelLa transfectadas positivas para ADAM 23 - Imunofluorescéncia. Células da
linhagem Hela transfectadas estavelmente e expressando a proteina ADAM 23 foram submetidas a
reacdo de imunofluorescéncia empregando o anticorpo primario anti-HA. Em (A), (B), (C) foram
tratadas com o anticorpo secundario anti-IgG de coelho Alexa 488 e (D), (E), (F) com secundario anti-
IgG de Coelho Texas Red. O nucleo foi corado com DAPI e visualizado em microscopia confocal.
Barra = 50um

Obtivemos algumas col6nias transfectadas positivamente para ADAM23 e
para o vetor vazio. Isto péde ser confirmado pelas colGnias resistentes ao G418,
visto que as mesmas permaneceram viaveis e estaveis. Como podemos observar na
figura 3, a expressdo de ADAM23 nas células HelLa positivas foi evidenciada por
reacdo de imunofluorescéncia empregando o anticorpo primario anti-HA que se ligou
na porcao citoplasmatica da proteina que continha a etiqueta HA na regido carboxi-
terminal. O anticorpo secundario utilizado foi o anti-IgG de coelho Alexa 488 (figura
3, A-C) ou o anti-lgG de coelhoTexas Red (figura 3, D-F) conferindo-lhes
fluorescéncia e nos indicando a positividade da presenca da proteina ADAM23

transmembranica.
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As células nao apresentaram homogeneidade quanto a expressao de
ADAMZ23, apesar de apresentaram-se resistentes ao antibiotico, fato bem visualizado
na figura 3B. Isto pode ter ocorrido devido ao fato do plasmidio incorporar-se
aleatoriamente ao DNA celular e ndo ter sido inserido numa regido favoravel a
transcricdo do inserto. Em alguns clones, provavelmente o vetor plasmidial foi
incorporado ao genoma da célula e Ihe conferiu resisténcia ao G418, mas sua

localizacdo ndo permitiu a expressao adequada da proteina ADAM23.
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Figura 4. Expressdo de ADAM23 em colbnias transfectadas com o vetor pcDNA 3.1. Células
HelLa selvagens foram transfectadas com pcDNA 3.1(-) e pcDNA 3.1-ADAM23 — HA, selecionadas
com G418 por 3 semanas e com anéis isoladores de colonia. Apés a lise celular, separacao
eletroforética e eletrotransferéncia das proteinas celulares para uma membrana de nitrocelulose, a
membrana foi reagida com anticorpo anti-HA e anti-IgG de coelho-HRPO. Como controle positivo e
negativo foi utilizado extrato protéico de células HEK transfectadas transientemente com pcDNA 3.1(-)
e pcDNA 3.1-ADAM23 —HA.

Avaliamos também a expressdo de ADAM23 pela técnica de Western Blot,
onde extratos de células que foram transfectadas com vetor vazio e vetor com

ADAM23 foram separados em SDS-PAGE e eletrotransferidas para uma membrana
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de nitrocelulose. As membranas foram reagidas com o anticorpo primario anti-HA,
secundario anti IgG de coelho acoplado a enzima peroxidase e o imunocomplexo
visualizado por reacao quimioluminescente.

Obtivemos 5 clones positivos para ADAM23 (denominadas de colbnias 2, 6,
10, 13 e 22), conforme podemos observar na figura 4. Tivemos morte celular e ndo
adesdo as placas de cultivo na colénia 10. As outras colbnias positivas, bem como
as col6nias transfectadas com o vetor vazio foram expandidas e congeladas para a
manutencdo da linhagem e para estudos posteriores.

Com o resultado acima foi possivel observar apenas a expresséo total de
ADAM23, ndo sendo possivel fazer qualquer andlise sobre a homogeneidade da
expressao nos diferentes clones. Para os ensaios de adesao foram escolhidos os
clones 13 e 22 devido a maior expresséo protéica, conforme figura 4.

Uma alternativa para a solugdo deste problema seria o isolamento das
coldénias homogéneas através da técnica de citometria de fluxo. Este ensaio néao foi
realizado devido a falta de anticorpos especificos para ADAM23 que reconhecessem
adequadamente epitopos externos deste antigeno de superficie, uma vez que o
anticorpo primario utilizado acima reconhece a etiqueta - HA expressa na por¢cao
citoplasméatica e carboxi-terminal da proteina.

Esforcos tém sido feitos pelo grupo objetivando a obtenc&o de anticorpos
que possam se ligar especificamente a ADAMZ23, particularmente epitopos

extracelulares.

5.4 Ensaio de Adesdo

Este ensaio foi realizado visto que, eventos de adesdo célula-célula e célula
matriz extracelular (MEC) sdo de grande importancia para a formacao da rede neural
(CAL et al., 2000) e que ADAM23 é uma molécula potencialmente adesiva, mas nao
proteolitica, provavelmente possuindo um papel fundamental no desenvolvimento e
funcionamento do sistema nervoso central (SAGANE et al., 1998).

Ja foi descrito por MITCHELL et al., 2001 a importancia desta proteina no

desenvolvimento do sistema nervoso através da andlise de camundongos nocautes
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para o gene da ADAM23, que desenvolvem problemas neuroldgicos como tremor e
ataxia logo ap6s o nascimento e sobrevivem no maximo duas semanas.

Adicionalmente, parte da sintomatologia devida a intoxicagdo mercurial
advém de lesdes do sistema nervoso central (CHANG & HARTMANN, 1972) e o
metilmercurio afeta a transmisséo sinéptica, tanto no sistema nervoso periférico como
no sistema nervoso central, e essa acdo €é mediada por varios mecanismos
(ATCHISON & HARE, 1986), resolvemos investigar a acdo de metilmercurio sobre a
capacidade adesiva de células transfectadas expressando ADAM23.

Inicialmente fizemos um ensaio de adesdo com células Hela selvagens, com
diferentes tipos de proteinas de MEC, como fibronectina, vitronectina, matrigel e
como controle negativo no processo adesivo foi utilizado BSA.

A MEC possui algumas propriedades e atividades como mecanismo de
resisténcia, elasticidade, conformacdo tissular, crescimento celular/diferenciagéo,
migracao, homeostasia e esta relacionada com processos invasivos e degenerativos
(MOSHER et al., 1992). E composta de moléculas multifuncionais como laminina,
entactina, fibronectina, vitronectina, colageno, proteoglicanos, entre outras.
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Figura 5. Ensaio de adesao celular com diferentes proteinas de MEC. Células HeLa wt foram
semeadas em placas de 96 pocos ja cobertos previamente com BSA, fibronectina, matrigel e
vitronectina por 2 horas a 37°C 5% CO,. Células nao aderidas foram removidas através de lavagens
e a absorbancia foi medida espectrofotometricamente a 650nm. * = estatisticamente significativo
(p<0,05)
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Como podemos observar na Figura 5, ha uma reducdo na adesdao a
vitronectina e aumento na adesdo com matrigel quando as células foram tratadas
com MeHg sugerindo que este pode ter alguma influéncia sobre receptores (como
integrina avP33 ou ADAM’s) na superficie celular que interagem com vitronectina e
uma menor influéncia nos receptores que se comunicam com as outras proteinas de
MEC. N&o houve diferenca estatistica quando comparada as células da condicdo
controle - BSA (com ou sem tratamento com MeHg) , demonstrando que o MeHg
néo esta afetando a viabilidade celular.

A vitronectina contém uma sequéncia RGD que serve como sitio de ligagdo
de integrinas avp33 presentes na membrana, que por sua vez, servem para ancorar
células a matriz extracelular. A integrina avf3 também conhecida por receptor de
vitronectina, possui afinidade por outras proteinas adesivas como vitronectina,
fibronectina, fibrinogénio, laminina, colageno, colageno tipo | (VARNER &
CHERESH, 1996); é responsavel pela ligacdo das proteinas com a matriz
extracelular, esta envolvida na migracdo celular e estas integrinas sdo altamente
expressas nas células tumorais. (HAUBNER et al., 1997; TARABOLETTI &
MARGOSIO, 2001).

A fibronectina é uma glicoproteina adesiva, encontrada em todos o0s
vertebrados. E um dimero composto por duas subunidades denominadas A e B (220
KDa) ligadas através de pontes dissulfetos préximas a regido carboxi terminal. Possui
diversas isoformas e algumas delas estdo presentes na MEC como filamentos de
fibronectina altamente insollveis. Esta largamente envolvida com migracdo e
proliferagcéo celular (RUOSLAHTI, 1998).

Escolhemos como proteinas a serem usadas nos proximos ensaios: a
fibronectina e vitronectina, em funcdo do Matrigel ser constituido por diferentes
proteinas da matriz extracelular que incluem laminina, colageno IV e entactina
(KLEINMAN & MARTIN, 2005). Nestas condi¢Oes a interpretacdo dos resultados
ficaria prejudicada pelas multiplas possibilidades de interacdes entre os receptores
celulares e as diversas proteinas da matriz.

Apés a definicdo da concentragcdo do MeHg (Figura 2), da obtencdo dos
clones expressando ADAM23 (Figuras 3 e 4) e da definicdo das proteinas de MEC

(Figura 5), foram feitos ensaios de ades&o empregando os clones selecionados.



37

Foi avaliada a capacidade de adesdo sobre fibronectina (Figura 6) e
vitronectina (Figura 7) das células HelLa (selvagem, clones controles e clones

expressando ADAM23) pré-tratadas ou nao com MeHg por vinte e quatro horas.
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Figura 6. Ensaio de adeséao celular com diferentes clones sobre fibronectina. Células HelLa wt,
transfectadas com vetor vazio (pcDNA 3.1(-)) e com cDNA para ADAM 23 (pcDNA 3.1 ADAM23-HA)
foram deixadas ou n&o sob tratamento com MeHg por 24 horas. Foram semeadas 1x10° células em
pocos tratados com fibronectina por 2 horas a 37°C 5% CO,. Células ndo aderidas foram removidas
através de lavagens e aquelas que permaneceram aderidas foram fixadas, coradas e a absorbancia
foi medida espectrofotometricamente a 650nm (n=5; p<0,05).

Na condicdo sem tratamento com MeHg foi observado que nédo ha diferenca
estatistica na capacidade adesiva sobre fibronectina dos clones expressando ou ndo
ADAM23.

Paralelamente, apds pré-tratamento das células com MeHg, nao foi
observado diferenca na capacidade adesiva destes mesmos tipos celulares. Além
disto, quando a adeséao celular dos mesmos clones € comparada entre 0s grupos
tratados ou ndo com MeHg, pode-se observar também que ndo ha diferenca

significativa entre os mesmos, conforme Figura 6.
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Figura 7. Ensaio de adesao celular com diferentes clones sobre vitronectina. Células HeLa wt,
transfectadas com vetor vazio (pcDNA 3.1(-)) e com cDNA para ADAM 23 (pcDNA 3.1 ADAM23-HA)
foram deixadas ou n&o sob tratamento com MeHg por 24 horas. Foram semeadas 10°> em pocos
tratados com vitronectina por 2 horas a 37°C 5% CO,. Células ndo aderidas foram removidas através
de lavagens e aquelas que permaneceram aderidas foram fixadas, coradas e a absorbancia foi

medida espectrofotometricamente a 650nm (n=5; p<0,05). * = estatisticamente significativo

Enquanto a adesé&o dos diferentes clones de células Hela sobre fibronectina
nao mostrou diferengas significativas, a ades&o dos mesmos tipos celulares sobre
vitronectina apresentou um padrao complexo.

Foi observada reducdo de aproximadamente 40% na adesdo das células
HelLa selvagens sobre vitronectina apos tratamento das mesmas com MeHg.
Partindo do principio que ndo ha morte celular nestas condi¢cbes do tratamento com
MeHg, a reducdo pode ser consequéncia da inativagdo direta de receptores
celulares para vitronectina ou a ativagcdo de moduladores negativos destes
receptores (inativagao indireta).

O comportamento do clone 13 frente ao desafio com MeHg é muito
semelhante aquele observado para o tipo selvagem, ou seja, diminuicdo de cerca de
35% na adeséo a vitronectina das células tratadas com MeHg. Tal resultado sugere
qgue a expressdo de ADAM23 nao interfere na capacidade adesiva das células frente

ao MeHg.
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Fato interessante € que o clone 22, também expressando ADAM23, possui
uma capacidade adesiva de 30% a menos que o tipo selvagem, sem tratamento com
MeHg. Além disso, ndo ha mudanca na capacidade adesiva deste clone quando
desafiado com MeHg, como observado para o clone 13 e para a linhagem selvagem.

Esta diversidade entre os clones 22 e13 poderia ser explicada pela diferenca
de expressdo de ADAM23 nos mesmos. De fato, o clone 22 expressa trés vezes
mais ADAM23 que o clone 13 (Figura 4). Esta diferenca de expressao poderia
explicar a menor capacidade adesiva do clone 22, uma vez que a ADAM23 poderia
modular negativamente os receptores de vitronectina, ou por deslocamento de
receptor (competicdo) ou por diminuicdo na sua expressao.

Foi observado também que o clone B, transfectado com vetor vazio e que
também foi selecionado por resisténcia ao G418, possui comportamento semelhante
ao clone 22. Neste caso, ndo podemos determinar a causa deste comportamento
adesivo frente a vitronectina, entretanto, este poderia ser um evento clonal néo
relacionado diretamente a expressdo e/ou do tratamento de interesse neste estudo.
Comportamento semelhante foi observado quando este clone foi desafiado com
MeHg e semeado sobre fibronectina (Figura 6).

A utlizagdo de mais clones selecionados por G418 tanto expressando
ectopicamente ADAM23 como aqueles transfectados com o vetor vazio, deverdo
conduzir a uma resposta conclusiva a possivel participacdo de ADAM23 no processo
de adesdo sobre moléculas da matriz extracelular, bem como os possiveis fatos do

MeHg sobre a capacidade adesiva destes tipos celulares.
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6 CONCLUSOES

Foram produzidos clones estaveis de células HelLa (adenocarcinoma de
cérvix humano) expressando ADAM23 a partir da transfec¢cdo permanente
com o vetor pcDNA3.1-ADAM23 e sele¢cdo com a droga G418.

Células Hela transfectadas e expressando a proteina ADAM23 apresentaram
diferentes comportamentos no seu processo adesivo quando aderidas sobre
vitronectina e fibronectina tratadas e nao tratadas com metilmercurio. O
tratamento das referidas células com MeHg resultou numa capacidade

adesiva aumentada sobre matrigel e diminuida sobre vitronectina.

Necessidade da producao de mais clones celulares expressando a proteina

ADAM23, para estudos comparativos e conclusivos.
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