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“Everything I've ever let go of has claw marks on it.”

— David Foster Wallace



RESUMO

ADAM23 é uma glicoproteina transmembrana tipo | expressa no encéfalo
durante o desenvolvimento embrionario e na fase adulta, majoritariamente como uma
proteina de superficie celular com provavel localizagdo em areas de contato
intercelular. Esta proteina atua em processos de adesao, crescimento de neuritos e
arborizagdo dendritica e no trafego e expressao de LGI1 na superficie celular
neuronal, sugerindo que a endocitose de ADAM23 pode ser um mecanismo regulador
dos receptores da membrana plasmatica. A regulagdo da quantidade de ADAM23 na
superficie celular através da reciclagem ou degradagdo pode influenciar nas
interacbes proteina-proteina que afetam a transdugcao de sinal e os mecanismos
celulares, como a adesdo e a migragao celular. Portanto, decidimos investigar as
propriedades de internalizagéo, reciclagem e meia-vida da proteina ADAM23. Com
essa finalidade foram realizados ensaios de biotinilagdo, seguidos do ensaio de
internalizacao de ADAM23 em células N2A. A abordagem experimental de marcagao
da superficie das células revelou que aproximadamente 75% da ADAM23 biotinilada
€ internalizada dentro de 60 min (1h), indicando que a proteina é constitutivamente
internalizada a partir da membrana plasmatica, sendo observada somente a forma
madura de 70KDa na membrana. Complementarmente, um ensaio baseado em
anticorpos, verificamos que o ADAM23 é reciclado dos compartimentos internos para
a membrana plasmatica. Em adi¢ao, observamos que ADAMZ23 foi detectada nos
lisados de células N2A tratadas com cicloheximida em todos os momentos, se
mantendo estavel por pelo menos 24 horas apos o tratamento. Este dado indica que
a proteina ADAM23 possui uma alta estabilidade, com meia-vida superior a 24 horas
em células N2A. Em resumo, os resultados apresentados neste estudo sugerem que
ADAM23 é uma proteina de meia-vida longa capaz de ser constitutivamente
internalizada e reciclada a membrana plasmatica.

Palavras-chave: Proteinas ADAM. Internalizagdo. Membrana celular. Reciclagem.
Disintegrina e Metalloprotease. ADAM23.



ABSTRACT

ADAMZ23 is a type | transmembrane glycoprotein expressed in the brain during
embryonic development and in adulthood, mostly as a cell surface protein with
probable localization in areas of intercellular contact. This protein acts in adhesion
processes, neurite growth and dendritic arborization. In addition ADAM23 has been
involved in the traffic and expression regulation of LGI1 on the neuronal cell surface,
suggesting that ADAM23 endocytosis may be a regulatory mechanism for plasma
membrane receptors. Because the regulation of the amount of ADAM23 on the cell
surface through recycling or degradation could influence protein-protein interactions
at cell surface and thereof affect signal transduction, we decided to investigate the
internalization, recycling and half-life properties of the ADAM23 protein. For this
purpose, biotinylation assays were performed, followed by the ADAM23 internalization
assay in N2A cells. The experimental approach of protein labeling on the cell surface
revealed that approximately 75% of biotinylated ADAM23 is internalized within 60 min,
indicating that the protein is constitutively internalized from the plasma membrane. As
expected, only the 70 kDa mature form of ADAM23 was labeled in the membrane and
detected after internalization. Employing an antibody-based assay, we also found that
ADAM23 is recycled from the intracellular compartments to the plasma membrane. In
addition, after pharmacological blocking of protein synthesis by cycloheximide we
observed that ADAM23 remained stable for at least 24 hours, indicating that ADAM23
has a high stability property. In summary, the results presented in this study suggest
that ADAM23 is a long half-life protein capable of being constitutively internalized and
recycled back to the plasma membrane.

Key-words: ADAM proteins. Internalization. Cellular membrane. Recycling. A
Disintegrin and Metalloprotease. ADAM23.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTO E PROBLEMA

ADAM (A Disintegrin and Metalloprotease) € uma familia de proteinas de
membrana que recebe seu nome devido ao seus dominios metaloprotease, que
executa fungdes proteoliticas, e desintegrina que atua como receptor de superficie.
As proteinas dessa familia estdo envolvidas em processos celulares como migragao,
adesao, desenvolvimento e sinalizacdo célular. A importancia das ADAMs é
evidenciada pela essencialidade de alguns membros dessa familia para que os
eventos de fertilizagdo, neurogénese e miogénese ocorram. (SEALS &
COURTNEIDGE, 2003; YANG et al., 2006; EDWARDS et al., 2008; REISS & SAFTIG,
2009; GIEBELER & ZIGRINO, 2016).

Tendo em vista que as fungdes executadas pelas ADAMs ocorrem
principalmente na superficie celular, € importante caracterizar os mecanismos que
regulam a disponibilidade, a localizagdo e a atividade destas proteinas, como os
processos de internalizacéo, reciclagem e meia-vida (NASLAVSKY & CAPLAN,
2018).

Um exemplo de como o processo de reciclagem desempenha um papel
importante na regulagdo da atividade das proteinas da familia pode ser visto para
ADAM9. O knockdown de SNX9, proteina que atua na internalizacdo ADAM9, resulta
em maiores niveis ADAM9 na superficie celular e leva a um aumento correspondente
na clivagem do receptor de Ephrin B4, um substrato conhecido de ADAM9 (MYGIND
et al., 2018).

O processo de endocitose e o processo de reciclagem foram estudados para
as ADAMS 9, 10, 12, 17 e apresentaram caracteristicas semelhantes, como a
internalizacao pela via de clatrina (MARCELLO et al., 2013; DOMBERNOWSKY et
al., 2015; MYGIND et al., 2018), sugerindo que a endocitose e propriedades de
reciclagem sdo um mecanismo comums entre estas proteinas.

Mesmo com os estudos acima mencionados ADAMs importantes para o
desenvolvimento e atividade das células animais ainda nao tiveram sua cinética de

internalizagdo e reciclagem estudadas, um exemplo sdo as ADAMs 23, 11, e 22,
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membros da familia ADAM expressos predominantemente no sistema nervoso com
dominio metaloprotease aparentemente inativo.

ADAM23 é uma proteina importante em processos celulares fisioldgicos como
adesao celular (CAL et al., 2000) e neuritogénese (SUN et al., 2007; OWUOR et al.,
2009; WANG et al., 2017) assim como seu envolvimento em processos patoldgicos
que resultam em doengas como hipertrofia cardiaca (XIANG et al., 2018), epilepsia
(OWUOR et al., 2009; YAMAGATA & FUKAI, 2020), e a progressao de diferentes
tipos de cancer (COSTA et al., 2015; MA et al., 2018; OTA et al., 2016). Dadas as
importantes fungdes atribuidas a ADAM23 na membrana celular € de grande
interesse estabelecer as propriedades de internalizagao, reciclagem e meia-vida da
ADAM23 e como estes processos podem regular a transdugao de sinal na superficie

celular em processos fisioldgicos e patoldgicos.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivos gerais

Analisar a perfil de internalizagao e reciclagem da proteina ADAM23

1.2.2 Objetivos especificos

e Analizar a cinética de internalizagdo da proteina ADAM23 em uma linhagem

neuronal (Neuro-2a).

e Avaliar a capacidade da proteina ADAM23 em ser reciclada na linhagem celular

Neuro-2a.

e Analizar a meia-vida da proteina ADAM23.

1.3 JUSTIFICATIVA

A proteina ADAM23 ¢é um membro da familia ADAM expresso

predominantemente no sistema nervoso, e nessa regido parece desempenhar

multiplos papéis bioldgicos e interagir com diversos parceiros moleculares, atuando
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como molécula de adesdo, sendo capaz de interagir com integrinas e estimular a
diferenciacao de células de linhagens neuronais (SAGANE et al., 1998; CAL et al.,
2000; WANG et al., 2017).

A presenca de ADAM23 na superficie celular ja foi descrita em outros estudos,
sendo encontrada majoritariamente em sua forma madura (70 KDa) dentro das balsas
lipidicas em neurdnios cultivados e linhas celulares neuronais (Borgonovo et al.,
2018).

Além de seu papel como ligante de integrina amplamente estudado,
recentemente foi demonstrado que ADAM23 interage com a proteina LGI1 na
superficie celular neuronal (HIVERT et al., 2019). LGI1 é uma glicoproteina secretada
que interage com membros da familia ADAM, incluindo ADAM11, ADAM22 e
ADAM23 (Fukata et al., 2006; Owuor et al., 2009; Sagane et al., 2008).

Encefalites autoimunes sédo doencas inflamatérias causadas pela expressao
de anticorpos contra proteinas da superficie celular neuronal, canais ou receptores
ibnicos resultando em sintomas neuropsiquiatricos. Uma das encefalites autoimunes
mais comuns é consequente da expressao de anticorpos contra LGI1 (IRANI et al.,
2010; LAI et al, 2010). Pacientes com esse distirbio geralmente apresentam
convulsdes distdnicas ou hiponatremia que precedem ou se desenvolvem juntamente
com a sindrome do nucleo da disfuncao limbica (IRANI et al., 2013).

Usando fragdes de IgG pacientes com encefalite anti-LGI1, Petit-Pedrol e
colaboradores (2018) demonstraram que todas as IgG derivadas de pacientes
reagiram fortemente a dominios de LGI1 (LRR e EPTP) impedindo a ligagédo de LGI1
a ADAM23. Evidenciando a importancia da disponibilidade de ADAM23 na superficie
celular.

A presenca e a regulagcdo da quantidade de ADAM23 na superficie celular
parece também ser importante para o controle da forgca das sinapses excitatérias.
Fukata e colaboradores (2010) e Lovero e colaboradores (2015) prop6éem um modelo
onde LGI1 seria parte de um complexo trans-sinaptico ligando ADAM22 pds-sinaptica
a ADAMZ23 pré-sinaptica, controlando a for¢ga das sinapses excitatérias. Nestes
complexos as ADAM23 e ADAmM22 também parecem atuar como receptores
associados a complexos pré-sinapticos e axonais contendo canais Kv1.1 e complexos
pos-sinapticos contendo AMPAR, respectivamente.

A expressao de ADAM22 e ADAM23 também ¢é descrita como um forte

modulador do direcionamento de LGI1, sugerindo que a associagdo com proteinas
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ADAM23 é necessaria para a ancoragem de LGI1 na superficie celular. Hivert e
colaboradores (2018) demonstram que ADAM23 e ADAM22 estdo atuando no trafego
LGI1 na saida do RE, processamento de N-glicosilagbes e no transporte vesicular
axonal da proteina LGI1. A capacidade de ADAM23 em promover o direcionamento
e ancoragem de LGI1 levanta a quest&o se processos como a endocitose da proteina
ADAM23 poderia ser um mecanismo regulador de LGI1 e/ou outras da dos receptores
da membrana plasmatica.

Entre todas as funcgbes atribuidas a ADAM23 em processos fisiolégicos e
patolégicos, a importédncia desta proteina e da sua disponibilidade na superficie
celular parece ser evidente. No entanto, dados relativos a sua renovacgao, capacidade
de internalizacéo ou estabilidade s&o atualmente desconhecidos. Portanto, decidimos
investigar as propriedades de internalizagdo, reciclagem e meia-vida da proteina
ADAM23.
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2 REVISAO TEORICO-EMPIRICA

2.1 CARACTERISTICAS DAS PROTEINAS METALOPROTEASES
DESINTEGRINAS

ADAM (A Disintegrin and Metalloprotease) é uma familia de glicoproteinas
transmembranas tipo |, caracterizada por possuir uma topologia unica, composta por
um pré-dominio, um dominio metaloprotease, um dominio desintegrina, uma regiao
rica em cisteina, um dominio semelhante ao fator de crescimento epidermal, uma
regiao transmembrana e cauda citoplasmatica, em uma unica sequéncia peptidica
(Figura 1) (SEALS, 2003; EDWARDS et al., 2008; GIEBELER & ZIGRINO, 2016).

FIGURA 1 - ESTRUTURA DAS PROTEINAS ADAM (A DISINTEGRIN AND METALLOPROTEASE)

Estrutura geral de uma ADAM
Sitios de
reconhecimento para
Convertases

Dominio
Metaloprotease

Dominio
Desintegrina

Dominio rico em
Cisteina

Dominio
Transmembrana

Dominio
Citoplasmatico

ADAMSs possuem um pré-dominio, um dominio metaloprotease, um dominio desintegrina, uma regido
rica em cisteina, um dominio semelhante ao fator de crescimento epidermal, uma regido
transmembrana e cauda citoplasmatica, em uma Unica sequéncia peptidica. (SEALS, 2003;
EDWARDS et al., 2008; GIEBELER & ZIGRINO, 2016).

FONTE: Lambrecht, Vanderkerken e Hammad (2018).
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As ADAMs fazem parte da superfamilia metzincina, que juntamente com as
superfamilias: gluzincina, metzincina e aspizincina, compdéem o grupo de
metaloproteases dependentes de zinco. A superfamilia metzincina € composta pela
familia das metaloproteases de matriz (MMP); pela familia das adamalisinas
(subdividida em ADAMs, ADAMTS (ADAMs com motivo trombospondina) e
reprolisinas); pela familia das astacinas e, pela familia das serralisinas (HUXLEY-
JONES et al., 2007).

Um dominio metaloprotease ativo confere as ADAMs fungdes proteoliticas,
habilitando-as a promover clivagem do ectodominio de proteinas da superficie celular.
O dominio desintegrina, por sua vez, possibilita aos membros da familia atuarem
como receptores de superficie. A complexidade e variedade de seus dominios
possibilita que membros dessa familia atuem na regulagdo da migracédo, adesao,
desenvolvimento e sinalizacao celular, participando em fungdes celulares de extrema
importancia, como fertilizacdo, neurogénese e miogénese (YANG et al., 2006; REISS
& SAFTIG, 2009).

Além de sua atuagdo em eventos fisiolégicos, ADAMs também estdo
envolvidos em eventos patolégicos, como inflamagao, infecgdo, doencas cardiacas,
anomalias neurolégicas e no cancer. (SEALS & COURTNEIDGE, 2003; EDWARDS
et al., 2008; MURPHY, 2009; GIEBELER & ZIGRINO, 2016).

2.2 PROCESSAMENTO E ATIVACAO

As ADAMSs, possuem uma sequéncia sinal na regidao N-terminal que as
direciona para a via de secrecdo. Estas proteinas sao entdo sintetizadas no reticulo
endoplasmatico e seguem para maturagdo no Golgi (SEALS, 2003). Inibidores
farmacolégicos da via secretora precoce, como brefeldina A e monensina, bloqueiam
o processamento de ADAM9 e ADAM15, posicionando assim a localizagdo do
processamento e ativacdo de ADAMs na rede trans-Golgi (LUM et al., 1998;
ROGHANI et al., 1999; HOWARD et al., 2000; KANG et al., 2002).

Membros da familia ADAM sao sintetizados como proenzimas, nas quais a
laténcia € mantida por seus pro-dominios auto inibitérios. A remoc¢ao do pré-dominio
através do processamento proteolitico transforma a pro-proteina em sua forma
cataliticamente ativa. Dois mecanismos foram propostos para a ativagcdo das

proenzimas da familia ADAM. Uma € a remogao do pré-dominio por autocatalise, o
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que foi demonstrado para a ADAM8 (SCHLOMANN, et al., 2002) e ADAM28
(HOWARD; MACIEWICZ; BLOBEL, 2000). O segundo € o processamento em um
local de clivagem candnico para furina (RXXR) entre o dominio pré e metaloprotease,
proposto e demonstrado como um pré-requisito para a ativagao de varias ADAMs,
incluindo ADAM9 (ROGHANI et al, 1999), ADAM12 (LOECHEL et al, 1998), ADAM15
(LUM, REID, BLOBEL, 7998), ADAM17 (SCHLONDORFF, BECHERER, BLOBEL,
2000) e ADAM19 (KANG et al, 2002). Wong e colaboradores (2015) sugerem outro
ponto crucial de clivagem para a ativacao de proteinas da familia ADAM, localizado a
montante em relagdo ao ponto de clivagem candnico. Segundo os pesquisadores, o
processamento neste novo sitio precisa ocorrer para permitir que o pro-dominio se
dissocie do dominio catalitico na ADAM17. Segundo os pesquisadores a remog¢ao do
pré-dominio ocorre no compartimento trans Golgi e o primeiro evento de clivagem é
realizado por furina ou pré-proteinas convertases (PCs) no sitio de clivagem a
montante (Figura 2, B). Isso leva a alteragdes conformacionais, que expdem o sitio a
jusante para uma clivagem rapida por PC (Figura 2, C) e a ADAM ativada é
transportada para a membrana (D). As mutagdes no sitio regulatério a montante nédo
impedem o processamento do sitio a jusante (canbnico) no entanto, causam uma
reducao drastica na atividade catalitica em ADAM17, ADAM10 e ADAM9. (WONG et
al., 2015).

A metaloprotease e desintegrina fertilina (ADAM1) possui um processamento
alternativo. A subunidade a da fertilina contém um local previsto de clivagem pré-
proteina convertase (RX(K/R)R) entre o dominio metaloprotease e o dominio
desintegrina e é processado na via secretora, ao lado desse local de clivagem,

levando a remogao do dominio da metaloprotease (LUM, BLOBEL, 1997).
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FIGURA 2 - ATIVACAO DAS PROTEINAS ADAM POR REMOGCAO DO PRO-DOMINIO.

Extracellular
matrix

Secretory
vesicle

As ADAMs sdo geradas como uma pro-enzima inativa com um dominio pré-inibidor autoinibitério
(dominio em azul). A remogao do pré-dominio ocorre no compartimento trans Golgi (A) e o primeiro
evento de clivagem é realizado por PCs no sitio de clivagem a montante (B, linha azul). Isso leva a
alteragdes conformacionais, que expdem o sitio de clivagem a jusante (linha amarela) para que ocorra
a segunda clivagem e a liberagéo do pré dominio (C). A ADAM ativada é transportada para a membrana
(D) para que possa atuar na remogao de ectodominio de outras proteinas (E). No entanto, quando
apenas o sitio a jusante é clivado (F), o pr6-dominio permanece ligado ao dominio metaloprotease
(dominio em amarelo), formando assim uma proteina inativa (G) que € entregue @ membrana (H), mas
€ incapaz de clivar os seus substratos na superficie celular (1).
FONTE: Wong e colaboradores (2015)
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2.3 DOMINIOS DAS DESINTEGRINAS METALOPROTEINASES (ADAMS)

2.3.1 O pro-dominio

A porcédo N-terminal das ADAMs contém uma sequéncia sinal responsavel
por direcionar estas proteinas para a via secretora, além de atuar como um dominio
importante na maturacédo dos ADAMs. Primeiramente, o prodominio mantém o sitio
metaloprotease das ADAMs inativo, através de um interruptor de cisteina. Um residuo
de cisteina conservado dentro do prodominio coordena o atomo de zinco no local
ativo necessario e, assim, sequestra o dominio da metaloprotease em uma
conformacao inativa. As PCs clivam o prodominio do restante da proteina, levando a
coordenagao do zinco para o dominio metaloprotease, disponibilizando-o para
atividade catalitica (WART & BIRKEDAL-HANSEN 1990; BECKER et al., 1995).
Ademais, Moss e colaboradores (2007) relatam que o prodominio de ADAM10 de
camundongo apenas inibe fracamente outros membros da familia ADAM e n&o inibem
os membros da familia da metaloproteinase da matriz em condigbes semelhantes,
sugerindo que os pro dominios das proteinas ADAMs atuam como inibidores
seletivos.

Outra fungdo do prodominio é atuar como chaperona no dobramento adequado
das ADAMSs, particularmente no dominio da metaloprotease. Uma construgéo
ADAM10 sem o seu prodominio é cataliticamente inativa in vivo. Mas quando é co-
transfecgéo juntamente com uma construgado que expressa apenas o prodominio de
ADAM10, se torna proteoliticamente ativa (ANDERS et al. 2001). Da mesma forma,
Milla e colaboradores (1999) mostram que a remogao do prodominio de ADAM17 gera
uma proteina sem atividade proteolitica. Além disso, uma forma da proteina ADAM12
sem prodominio, ndo € secretada pela célula, permanecendo no sistema
endomembranar inicial, mas a delecao dos dominios prodominio e metaloprotease
permite a secregao da proteina (LOECHEL et al. 1999). Estes dados sugerem que as
construcdes de delecdo do prodominio séo sintetizadas de forma inativa porque sao
dobradas incorretamente durante a sintese, sugerindo a necessidade do prodominio

para manter a laténcia destas proteinas além de auxiliar no dobramento adequado
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das ADAMSs, na estruturacdo do sitio ativo catalitico e no transito adequado das

ADAMSs pela via secretoria.
2.3.2 O dominio metaloprotease

O sitio ativo do dominio metaloprotease encontrado na superfamilia metzincina
contém atomos de agua e zinco necessarios para o processamento hidrolitico de
substratos e é localizado a jusante em relacdo ao pré-dominio. Este dominio
apresenta um sitio ativo consenso (sequéncia HEXXHXXGXXHD), onde trés
histidinas ligam-se ao zinco e um resido de acido glutdmico atua como base catalitica.
Uma metionina conservada se situa alguns aminoacidos, a jusante em relagao ao sitio
catalitico, se insere no cerne da estrutura formada pelo sitio consenso quando ligado
ao zinco (SEALS & COURTNEIDGE, 2003).

O sitio catalitico é altamente conservado entre as varias metzincinas, no
entanto, para que as proteinas possam conferir especificidade para substratos e
inibidores de protease, caracteristicas estruturais distintas sdo observadas nos
diferentes membros da familia (STOCKER et al., 2008). A partir de suas definicdes
estruturais, prevé-se que 12 ADAMs humanas sejam proteoliticamente ativas
(MASKOS et al., 1998; STOCKER et al., 2008).

Algumas moléculas sdo capazes de agir como inibidores da atividade da
metaloprotease das ADAM, atuando como agentes redutores ou agentes quelantes
de zinco. Uma das classes de inibidores de MMPs e ADAMs séo os inibidores a base
de hidroxamato que atuam promovendo a inibicdo se ligando competitivamente ao
local ativo. (MASKOS et al. 1998; revisado por MOSS et al. 2001). Os inibidores
teciduais de metaloproteases, ou TIMPs, sao reguladores endégenos das MMPs em
geral (BREW et al., 2000). A TIMP-3 em particular, inibe a ADAM17 (AMOUR et al.,
2000), ADAM12 (LOECHEL et al., 2000), ADAM10 (também inibida por TIMP-1)
(AMOUR et al., 2000), ADAM-TS4 e a ADAM-TS5 (KASHIWAGI et al., 2001). As
ADAMS8 e ADAMY, por sua vez, ndo sao inibidas por nenhuma TIMP (AMOUR et al.,
2002).

Turk e colaboradores (2001) examinaram através de bibliotecas de peptideos
os sitios de clivagem de seis membros da familia MMP. Os dados obtidos sugerem
que as MMPs apresentam especificidade inata por sitios de clivagem particulares,
entretanto, € esperado que outros fatores como a colocalizagdo das MMPs em
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membranas celulares com proteinas de superficie, como integrinas e com furinas nos
contatos com substratos, apresentam um papel importante na selecéo de substratos
(PUYRAIMOND et al., 2001; MU et al., 2002; MAYER et al., 2003).

2.3.3 O dominio desintegrina

O dominio desintegrina € nomeado por sua semelhanga com as desintegrinas
de veneno de serpentes (DVS), nas quais esta envolvido na ligagao de receptores de
integrina plaquetaria. O dominio desintegrina das proteinas ADAMs tem de 60-90
aminoacidos (WHITE, 2003). Os dominios desintegrina DVS é constituido de 50-90
aminoacidos e esta envolvido em ligagdes com integrinas por meio do seu motivo
RGD (HUANG, 1998; PRIMAKOFF & MYLES, 2000; TAKEDA et al., 2012). Embora
todas as desintegrinas de veneno de serpentes apresentem o motivo RGD, (dentro
de um trecho de 13 aminoacidos chamado de loop de desintegrina, que se projeta da
superficie da proteina e confere ligacdo aos receptores de integrina allbp3 e av33)
(BLOBEL et al., 1992), apenas a ADAM15 humana dapossui o motivo RGD, que
permite sua associagdo com avp3 e a5p1 (ZHANG et al., 1998; WHITE, 2003; LU et
al., 2006), levando a suposi¢ao de que outras sequéncias de aminoacidos na regiao
desintegrina seriam responsaveis por conferir as ADAMs suas propriedades de
promocéo de adesdo e migragao pela ligacdo com integrinas (CAL et al., 2000; ETO
et al., 2000; ETO et al., 2002; BAX et al., 2004; ZHAO et al., 2004; HUANG et al.,
2005; ZIGRINO et al., 2007).

2.3.4 Os dominios rico em cisteina e semelhante ao fator de crescimento epidermal
(EGF-like)

E provavel que as funcdes especificas do dominio rico em cisteina sejam
complementar a capacidade de ligacao e conferir maior especificidade as interagdes
mediadas pelo do dominio desintegrina. Por exemplo, o dominio rico em cisteina da
ADAM12 promove a adeséo de fibroblastos e mioblastos (ZOLKIEWSKA, 1999), além
de promover a ligagéo in vitro de varias linhas celulares tumorais, bem como uma
variedade de células ndao tumorigénicas de origem éssea e muscular (IBA et al., 1999,
2000). Além disso, o dominio desintegrina parece atuar como um andaime para os
dominios vizinhos, como exemplo, Loechel e colaboradores (1999) mostram que o
prodominio da ADAM12 humana modula a atividade do dominio metaloprotease.
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Pouco se sabe sobre o dominio semelhante ao fator epidermal encontrado em
varios membro da familia ADAM. ADAM17 e a ADAM10 sdao membros atipicos da
familia ADAM devido a falta do dominio rico em cisteina nestas proteinas, supde-se
que o dominio do semelhante ao fator de crescimento epidermal (EGF-like), esteja
participando na remogéo do prodominio (MILLA et al., 1999) e no reconhecimento de
substratos (JANES et al., 2005; REDDY et al., 2000), assumindo fungdes
normalmente relacionadas com o dominio rico em cisteina em outras ADAMs
(TAKEDA., 2009; JANES et al., 2005).

Lorezen e colaboradores (2011) demonstraram que a multimerizagdo de
ADAM17 é mediada pelo dominio semelhante ao EGF. Além de sua funcdo na
multimerizacao, o dominio semelhante ao EGF esta envolvido no reconhecimento do
substrato (JANES et al., 2005; REDDY et al., 2000) e na ativagdo da enzima,
facilitando a remocao do pro-peptideo inibitério do dominio catalitico (MILLA et al.,
1999).

2.3.5 Dominio transmembrana e cauda citoplasmatica

As caudas citoplasmaticas da familia ADAMs sao altamente variaveis tanto
em comprimento quanto em sequéncia, apresentando de 11 até 231 residuos, como
€ o caso das ADAMs 11 e 19 respectivamente. Estas caudas s&o ricas em prolina,
serina, acido glutadmico e/ou lisina e contém motivos especializados envolvidos na
regulagcao de dentro para fora da atividade de metaloprotease, da sinalizagéo celular
e no controle da maturacao e localizagdo subcelular (SEALS & COURTNEIDGE,
2003; EDWARDS et al., 2008).

Os motivos mais comuns sao os locais de ligagdo a PxxP para proteinas
contendo o dominio SH3. Esses locais de ligagdo a SH3 estdo presentes nas ADAMs
humanas 7, 8, 9, 10, 12, 15, 17, 19, 22, 29 e 33. Este dominio também pode
apresentar residuos de serina-treonina e/ou tirosina, nesse caso, atuando como sitio
de ligagao a proteinas que possuem o dominio SH2. Consequentemente, as ADAMs
podem servir fungdes adaptadoras para montar complexos de proteinas em locais
criticos de atividade funcional (SEALS, 2003; YANG et al., 2006).

As ADAMs podem ser expressas em diferentes isoformas, resultantes de
processamento alternativo (SAGANE et al. 1998; GODDE et al., 2007; CERRETTI et

al. 1999) tendo de duas a trés formas que variam somente no comprimento de suas
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caudas citoplasmaticas. Em outras ADAMs o splicing alternativo produz isoformas
sem dominio transmembrana que pode ser secrecratadas ou citoplasmaticas
(KATAGIRI et al. 1995; SEALS & COURTNEIDGE, 2003; VAN EERDEWEGH et al.
2002; SUN et al, 2004).

2.4 ADAM23

A proteina ADAM23 ¢é amplamente expressa no sistema nervoso, do
desenvolvimento embrionario a fase adulta, em camundongos é encontrada em
grandes quantidades no hipocampo, no cortex cerebral e giros denteados, em células
piramidais hipocampais (regides CA1/CA3), no estriado do encéfalo, em células de
Purkinje e células granulares cerebelares, ganglios basais e em neurdnios e células
de Schwann do sistema nervoso periférico (BORGONOVO et al., 2018; SAGANE et
al., 1998; 1999; LEIGHTON et al., 2001; GOLDSMITH et al., 2004; LIN et al., 2008;
OWUOR et al., 2009; DHAUNCHAK et al., 2010; MARKUS et al., 2011; KEGEL et al.,
2014)

Em galinhas ADAM23 €& expressa em regides restritas do neuroepitélio,
substancia cinzenta, glandula pineal, plexo coroide, em neurénios motores da medula
espinhal e neurdnios sensoriais da raiz de ganglios dorsais (LIN et al., 2008; LIN et
al., 2010; MARKUS et al., 2011)

ADAM23 é expressa majoritariamente como uma proteina de superficie
celular com provavel localizagdo em areas de contato intercelular, sendo encontrada
dentro e fora dos lipid-rafts. (BORGONOVO et al., 2018). A proteina ADAM23 pode
ser encontrada em duas formas 100 kDA (nao processada) e 70 kDA (processada,
sem pro-dominio) em lisados de diferentes regides do encéfalo e linhagens celulares.
A maior expressdo de uma das duas formas também varia com o tipo celular
(GOLDSMITH et al., 2004; BORGONOVO et al., 2018).

ADAM23, assim como as ADAMs 11 e 22 sdo exemplos de membros da familia
ADAM expressos predominantemente no sistema nervoso com dominio
metaloprotease aparentemente inativo, tendo em vista que ndo apresentam 3
residuos de histidina nem o residuo do acido glutdmico que fazem parte do sitio de
ligacdo ao zinco, que é caracteristico das metaloproteinases. Esse dominio

possivelmente atua promovendo o dobramento correto da molécula e nas interacdes
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com outras proteinas (RAWLINGS & BARRETT, 1995; KARKKAINEN et al., 2000;
SAGANE et al., 1998; YANG et al., 2006; EDWARDS et al., 2008).

A proteina ADAM23 parece desempenhar multiplos papéis bioldgicos e
interagir com diversos parceiros moleculares. O dominio desintegrina parece ser o
grande responsavel por mediar as fungdes e interagdo especificas de ADAM23,
permitir sua atuagdo como molécula de adesao, por meio de um sitio independente
do motivo RGD (SAGANE et al., 1998; CAL et al., 2000). Cal e colaboradores (2000)
relatam que ADAM23 interage in vitro com a integrina avp3 e promove a adesao de
neuroblastomas humanos (NB100 e SH-Sy5y) por meio da sequéncia de aminoacidos
(AVNECDIT) na alga da desintegrina. Verbisck e colaboradores (2009) mostraram
que células MDA-MB 435 com expressao de ADAM23 bloqueada apresentam um
aumento na ativagado da integrina av3, resultando num maior potencial adesivo e
migratorio destas células na presenca de vitronectina e fibronectina, mostrando a
atuagcdao da ADAM23 na modulacado negativa da integrina av33. Recentemente o
dominio desintegrina-like da ADAM23 foi caracterizado como ligante também das
integrinas a4p1 e a4p7, promovendo adesao de linfoécitos T e B humanos (WANG et
al., 2017).

Além de seus papeis enquanto molécula de adesao, ADAM23 parece ser
importante em processos ligados a comprometimento celular, sendo decisiva na
diferenciacao de células P19 (linhagem multipotente de carcinoma embrionario de
camundongo capaz em neurbnios-like quando induzidas por acido retindico),
apresentando uma distribuicdo polarizada na parte proximal dessas durante a
formacao dos neuritos (SUN et al., 2007). Complementarmente, a auséncia de
ADAM23 (knockdown) faz PC19 permanecga na fase G1 do ciclo celular e a indugéo
por acido retindico reduz os niveis de expressao da proteina ADAM23 (WANG et al.,
2012).

Owuor e colaboradores (2009) demonstraram que o crescimento de neuritos e
de arborizac&do dendritica, em cultura primaria de neurénios hipocampais e corticais,
estdo aumentados quando mediados por LGI1 (Leucine rich glioma inactivated 1) na
presenca de ADAM23, em contrapartida na auséncia de ADAM23 o crescimento de
neuritos e a arborizacido dendritica sdo reduzidos drasticamente.

LGI1 é uma glicoproteina secretada predominantemente expressa em tecidos
neurais; sua expressdo € reduzida em tumores cerebrais de baixo grau e é

significativamente reduzida ou ausente em gliomas malignos. LGI1 possui repeti¢cdes
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ricas em leucina e epitempina (EPTP) capazes de interarir com membros da familia
ADAM, incluindo ADAM11, ADAM22 e ADAM23 (Fukata et al., 2006; Owuor et al.,
2009; Sagane et al., 2008).

Fukata e colaboradores (2010) e Lovero e colaboradores (2015) propdem um
modelo onde LGI1 seria parte de um complexo trans-sinaptico ligando ADAM22 pds-
sinaptica a ADAM23 pré-sinaptica, controlando a forca das sinapses excitatérias. A
expressao de ADAM22 e ADAM23 também ¢é descrita como um forte modulador do
direcionamento de LGI1, sugerindo que a associagao com proteinas ADAMs nao é
necessaria apenas para a ancoragem de LGI1 na superficie celular, mas também
estdo atuando em seu trafego, incluindo saida do RE, processamento de N-
glicosilagdes e transporte vesicular axonal (HIVERT et al., 2018).

Tomados em conjunto estes resultados evidenciam o papel crucial de ADAM23
no sistema nervoso. De fato esta proteina se mostra essencial, tendo em vista que
camundongos nocautes para o gene adam23 apresentam tremores e ataxia e embora
nao apresentem ma formagdo no encéfalo, morrem em aproximadamente duas
semanas apos o nascimento (MITCHELL et al., 2001), sugerindo um papel
fundamental dessa proteina no desenvolvimento do sistema nervoso (MITCHELL et
al., 2001; OWUOR et al., 2009; KEGEL et al., 2014).

Analises por espectrometria de massas demonstraram que muitas proteinas
envolvidas na adesdo celular e em neuritogénese estao presentes nas mesmas
regides especializadas de membrana nas quais a proteina prion celular (PrP°) é
expressa, sendo ADAM23 uma das proteinas presentes no encéfalo de camundongos
e que atua como possivel parceira de PrPc (SCHMITT-ULMS et al., 2004).

De fato, Costa e colaboradores (2009) descreveram a interagcao entre
ADAM23 e PrP¢ através de ensaios de co-imunoprecipitacdo e de pull-down. O
mesmo trabalho também caracterizou o dominio desintegrina presente em ADAM23
como o sitio de ligacdo direta ao PrP¢, sugerindo assim uma possivel parceria
molecular, de fung¢ao ainda desconhecida, entre estas proteinas no sistema nervoso.

A proteina prion celular € uma sialoglicoproteina localizada na superficie
celular, onde é ligada a bicamada lipidica via &ncora de glicosil-fosfatidilinositol (GPI),
sendo encontrada nos microdominios lipid rafts ou regides de membrana resistentes
a determinados detergentes. Apesar de ser amplamente expressa no sistema nervoso
central e de estar envolvida em uma série de doengas neurodegenerativas seu papel

em processos fisioldgicos ainda se mostrar elusivo (TARABOULOS et al., 1995; VEY
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et al., 1996; NASLAVSKY et al.,, 1997; PRUSINER, 1998; TAYLOR & HOOPER,
2007).

Os mecanismos referentes a endocitose de PrP°¢ sdo bastante estudados.
Como o PrP°¢ é uma proteina ancorada em GPI e carece de dominio intracelular que
medeia sua internalizagdo a macromolécula possui varios parceiros que atravessam
a membrana responsaveis por facilitar o processo de internalizagao e reciclagem de
PrPc¢ com a proteina 1 relacionada ao receptor de lipoproteina de baixa densidade
(LRP1) (PARKYN et al., 2008) e o proteoglicano de heparan-sulfato (HSPG) (SHYNG
et al., 1995). Apds a endocitose constitutiva de PrP°¢ em cerca de 60 min, a proteina
internalizada se localiza principalmente nos endossomos, e ndo nos lisossomos, € a
maioria das moléculas é reciclada para a membrana plasmatica (SHYNG et al., 1993)
.Um dos principais mecanismos descritos para a rapida internalizacido de PrPc é
derivado da ligagdo ao ion Cu?' na molécula, em sua regido de octapeptideos
repetidos (residuos 51-90). Essa interacao faz com que o PrP¢ saia dos lipid rafts e
seja internalizado via vesiculas revestidas por clatrina, em uma velocidade
aumentada em relagdo ao controle sem ions Cu?* (PAULY & HARRIS, 1998;
PERERA & HOOPER, 2001; TAYLOR et al., 2005; HOOPER et al., 2008).

Uma das hipoteses levantadas pelo grupo € que ADAMZ23 possa estar
envolvida na internalizagdo da PrP°¢ na presenca e auséncia de cobre, uma vez que
ambas as moléculas interagem entre si e estdo presentes nos dominios da membrana
plasmatica das balsas lipidicas. Para testar essa e outras hipdteses discutidas neste
trabalho se mostrou necessario primeiramente caracterizar o perfil de internalizagao
e reciclagem de ADAM23.



27

3 METODOLOGIA

3.1 ALINHAMENTO COMPARATIVO DOS VETORES PCMV6-ADAM23V1-FLAG,
PCMV6-ADAM23V2-FLAG E PCDNA3.1-ADAM23-HA (CAL)

Foi realizado um alinhamento comparativo das sequéncias de aminoacidos
preditas, resultantes da expressdo dos vetores PCMV6-ADAM23V1-Myc-FLAG,
(Variante 1, NM_001177600), PCMV6-ADAM23V2-Myc-FLAG (Variante 2
,NM_011780) (Origene) obtidas no site da do fabricante e PCDNA3.1-ADAM23-HA
(sequéncia CAL, CAL et al., 2000), previamente sequenciada no laboratorio, através
do software Snapgene 4.0. Em adi¢do, as sequéncias previamente mencionadas
foram inseridas separadamente na plataforma Web Basic Local Alignment Search
Tool (BLASp, National Library of Medicine), (ALTSCHUL et al., 1990, 1997).

3.2 ANALISE DE HIDROFOBICIDADE DOS VETORES SEGUNDA A ESCALA KYTE
& DOOLITTLE

As sequéncias de aminoacidos preditas, resultantes da expressao dos
vetores PCMV6-ADAM23V1-Myc-FLAG, @ PCMV6-ADAM23V2-Myc-FLAG e
PCDNAS3.1-ADAM23-HA também foram avaliadas segundo a hidrofobicidade dos
seus aminoacidos pela escala Kyte & Doolittle na plataforma ProtScale ExPASy (SIB,
Swiss Institute of Bioinformatics) (KYTE & DOOLITTLE, 1982).

3.3 CULTURA CELULAR

O cultivo da linhagem celular de neuroblastomas murino (N2A) foi realiza em
meio Dulbecco's Modified Eagle Medium, (DMEM, Gibco) acrescido de 2 mM de L-
glutamina, 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco), 10 mM NaHCO3 (1,5 g/l), 0,1 mM
aminoacidos ndo essenciais (Invitrogen), 1,0 mM de piruvato de sédio (pH 7,2) 1%
Penicilina-Estreptomicina (Invitrogen).

A linhagem celular de rim de embrido humano 293 SV40 (HEK293-T) foi
cultivada com meio Minimum Essential Medium (MEM, Cultilab) completo contendo 2
mM glutamina, 10% (v/v) de SFB (soro fetal bovino, Cultilab), 10 mM NaHCO3 (1,5
g/l pH 7,2), 1% Penicilina-Estreptomicina (Invitrogen).
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As linhagens foram cultivadas incubadora com 5% de CO2 a 37°C. A
manutencao das células foi feita através subcultivos em cerca de 70% de confluéncia
com PBS-EDTA e 0,25% (v/v) de tripsina (Gibco).

3.4 TRANSFECCAO DE CELULAS HEK-293T POR PRECIPITACAO COM CALCIO

As células HEK-293T foram transfectadas com os plasmideos comerciais
pCMV6-ADAM23V1-Myc-FLAG e pCMV6-ADAM23V2-Myc-FLAG, capazes de
expressar a ADAM23 murina full-length, e com o plasmideo pcDNA3.1-ADAM23-HA
que codifica para a ADAM23 humana, por co-precipitacdo de fosfato de calcio. Uma
aliquota 12 ug do plasmideo foi adicionado em de 750ul de agua ultrapura estéril,
seguido de 250pl de solugéo CaCl2 1M e 1.000pul de solugédo BBS 2X concentrada (50
mM BES; 280 mM NaCl; 1 mM Na2HPO4; pH 6,95). Apds cinco minutos de incubagao
a temperatura ambiente, foram adicionados 8 ml de meio MEM. A suspensao foi
adicionada a placas de Petri de 100cm? contendo as células com confluéncia de
aproximadamente 60-70%. As placas foram incubadas durante 5 horas em
incubadora umida a 37°C com 5% CO2. Ap6s o tempo de incubagao, o meio foi
removido e a placa foi lavada com 5ml de PBS. Em seguida, adicionou-se 8ml de
meio MEM. As placas foram mantidas em estufa umida a 37°C com 5% CO2 por 48

horas.

3.5 ENSAIO DE IMUNOPRECIPITACAO DAS ISOFORMAS DE ADAM23 POR
PROTEINA A/G SEPHAROSE CONJUGADA AO MONOCLONAL ANTI-ADAM23

As células HEK293-T transfectadas com os vetores pCMV6-ADAM23V1-
Myc-FLAG e pCMV6-ADAM23V2-Myc-FLAG e com o plasmideo pcDNAS3.1-
ADAM23-HA foram lavadas trés vezes e removidas das placas mecanicamente com
jatos de PBS, centrifugadas por 3 min. a 605 xg. O sobrenadante foi descartado e as
células foram submetidas a banho de gelo (30 min.) e lise mecanica com seringa (26G
x ¥2") em tampéao de lise ndo desnaturante (20mM Tris HCI, 137mM NaCl, 1% Triton
x-100, 2mM EDTA) com coquetel de inibidores de proteases (Roche).

Uma mistura de 50ul de a-sepharose e 50ul (GE Healthcare) de S-sepharose
(GE Healthcare) foram equilibradas com trés lavagens de 2 min. a 2419 xg e
incubadas com 1ug de DL11C8 purificado (a-ADAM23, BORGONOVO et al., 2018)
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ou 1uG de uma IgG irrelevante (Mouse IgG Isotype Control, Invitrogen). O volume foi
completado para 1 ml com o0 mesmo tampao de lise e incubadas por 4 horas a 4°C
em agitacdo. Apds o periodo de incubagao as resinas foram novamente lavadas
conforme descrito, e foi adicionado 1 mg de extrato celular, a mistura foi incubada a
4°C por 16 horas em agitagdo. Em seguida foram realizadas 3 lavagens da resina
com o tampao de lise e adicionou-se a cada amostra 20ul de tampao de amostra 2,5
X redutor (contendo B-mercaptoetanol). As amostras foram desnaturadas a 95 °C por
10 minutos e centrifugadas a 19.000 xg por 3 minutos. O eluato foi coletado e

analisado por SDS-PAGE e immunoblotting.

3.6 TRANSFECGCAO DE CELULAS N2A

Células N2A foram transfectadas com o vetor de expressdao pCMV6-
ADAM23V2-Myc-FLAG através de transfeccdo em suspensdo com Lipofectamine
3000 (Invitrogen) em OPTI-MEM (Invitrogen).

Células N2A foram lavadas com PBS-EDTA e incubadas com tripsina por 5
minutos. A essa solugao foi adicionado meio DMEM contendo SFB, para que
ocorresse a inibicdo da enzima tripsina e a dispersao celular foi submetida a uma
centrifugacdo (605 xg) por 3 minutos. Apos a centrifugacdo as células foram
suspensas em meio DMEM e contadas na cdmara de Neubauer. Em paralelo uma
solugéo de Lipofectamine 3000 (5 pL/placa) com o plasmideo pCMV6-ADAM23V2-
Myc-FLAG (2,5 pg/placa) em OPTI-MEM foi preparada e incubada por 20 minutos. As
células (4x10%placa) foram adicionadas a solugdo que foi subsequentemente
depositada em placas de petri. As placas foram mantidas em eincubadora umida a
37°C com 5% CO2 por 48 horas.

3.7 ENSAIO DE ENDOCITOSE MEDIANTE BIOTINILACAO DA SUPERFICIE
CELULAR

Células N2A transfectadas com o plasmideo pCMV6-ADAM23V2-Myc-FLAG
e encubadas por 48 horas foram aclimatadas a 4°C por 15 minutos (com o intuito de
pausar a internalizagao de proteinas), lavadas trés vezes com PBS*™* (PBS, acrescido
de 1,5mM MgCl2, 0,2mM CaCl2, pH 8.2) por dois minutos e incubadas com 0.3 mg/mL
EZ-Link™ Sulfo-NHS-SS-Biotin (Pierce, Thermo Scientific) por 30 minutos a 4°C
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(Figura 3). Apés a incubacéo as placas foram lavadas 3 vezes por 5 minutos com uma
solugédo de bloqueio glicina 100 mM (GE, Healthcare), que se liga a biotina livre
bloqueando-a.

Apods o bloqueio foi adicionado PBS (pH 7,4) a 37 °C e as células foram
incubadas a 37°C 5% CO?, em diferentes tempos (0, 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120
minutos), promovendo a internalizagédo de proteinas de superficie celular. As células
foram lavadas com PBS** a 4°C, e tratadas com Tampé&o L-Glutationa reduzida
(80mM NaOH, 50mM L-GSH, 75mM NaCl, 1% BSA, pH 8,6) 3 vezes por 30 minutos,
para que ocorresse o desligamento da biotina das proteinas n&o internalizadas
(Figura 3). As células foram novamente lavadas 3 vezes com PBS** para remogao
do excesso de tampao redutor e submetidas a lise por banho de gelo em tampéo de
lise (140 mM NaCl, 1mM EDTA, 0,1% Deoxycholate, 10mM Tris-HCI pH 8.0, 1% Triton
x-100 , 10% Gilicerol) contendo coquetel de inibidores de protease (ROCHE).

FIGURA 3 - ILUSTRACAO DO PROTOCOLO DE ENDOCITOSE MEDIANTE BIOTINILACAO DA
SUPERFICIE CELULAR,
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Células N2A transfectadas com o plasmideo pCMV6-ADAM23V2-FLAG (Origene) foram aclimatadas
a 4°C por 15 minutos, lavadas trés vezes com PBS++( PBS acrescido de 1,5mM MgCI2, 0,2mM CaCl2,
pH 8.2) por dois minutos e incubadas com biotina EZ-Link-sulfo-LC Hydrazide-Biotin (Thermo
Scientific) por 30 minutos a 4°C. Apds a incubag¢do com a biotina as placas foram lavadas 3 vezes por
5 minutos com uma solugao de bloqueio (glicina 100mM). Apds o bloqueio foi adicionado PBS (pH 7,4)
a 37 °C e as células foram encubadas a 37°C 5% CO2, em diferentes tempos (0, 15, 30, 45, 60
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minutos), com o intuito de pausar a internalizagdo de proteinas de superficie celular. As células foram
lavadas com PBS++ a 4°C, e tratadas com Tampao Glutationa reduzida.
Fonte: A autora, adaptado de GABRIEL.; STEVENS.; MELIKIAN (2009).

Os extratos foram submetidos 3 vezes ao vortex por 20 segundos em
intervalos de 10 minutos. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 18928
Xg, e o sobrenadante foi recolhido e submetido a dosagem de proteinas pelo método
de Bradford. 50ug de cada lisado foi submetida a cromatografia de afinidade com
200ul de resina Avidina-Agarose (Thermo Scientific Pierce) por 2 horas (Figura 3). A
resina Avidina-Agarose foi previamente lavada por 2 vezes em PBS (pH7,4) e uma
vez com o mesmo tampao de lise.

Apoés a incubacgéao do lisado, foram realizadas 3 lavagens da resina com o
tampao de lise previamente mencionado. Em seguida, adicionou-se a cada amostra
20ul de tampao de amostra 2,5 X redutor (contendo B-mercaptoetanol) e as amostras
foram desnaturadas a 95 °C por 10 minutos e centrifugadas a 19.000 xg por 3 minutos.
O tampéao de amostra juntamente com a alta temperatura levam ao desligamento das
proteinas da resina. O eluato foi coletado e analisado por SDS-PAGE e
immunoblotting. (protocolo adaptado de (GABRIEL et al., 2009; STAUTZ et al., 2012).
As imagens foram analisadas e a ADAM23 internalizada foi quantificada com o

software Imaged FIJI e o grafico foi elaborado com o software GraphPad Prism 7.

3.8 AVALIACAO DE ESTABILIDADE (MEIA-VIDA) PROTEICA

De modo a avaliar a meia-vida da proteina ADAM23, 4x10° células N2A foram
tratadas com cicloheximida (100 uM) e incubadas até 24h (t =0, 4, 8, 12, 16, 20 e 24
horas). Apds o periodo de incubagao as células foram lisadas (140 mM NaCl, 1Tmm
EDTA, 0,1% Deoxicolato, 10mm tris-HCI ph 8.0, 1% Triton x-100, 10% Glicerol),
quantificadas por ensaio de Bradford e submetidas as técnicas de SDS-PAGE e

immunoblotting.
3.9 WESTERN BLOT
As concentracdes totais de proteinas do N2A e foram sempre medidos pelo

kit de reagentes Bradford protein assay (Bio-Rad). Os extratos celulares foram

resolvidos com SDS-PAGE a 10%, seguido de transferéncia para membrana de
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nitrocelulose com uma célula de eletrotransferéncia semi-seca (Bio-Rad). Apds
bloqueio com BSA a 2% em tampao salino-Tween tamponado com Tris por 1 hora,
as membranas foram incubadas por 16h a 4°C sob agitagao com o sobrenadante da
cultura de hibridoma DL11C8, contendo anticorpos monoclonais contra ADAM23.
Apés varias lavagens, as membranas foram incubadas com IgG-HRP anti-
camundongo (Sigma) por 1h a temperatura ambiente. A reagéo foi desenvolvida com
o kit quimiluminescente SuperSignal® West Pico ECL (Thermo Scientific) e filmes
Carestream Medical X-ray Green / MXG Film (Kodak).

3.10 ENSAIO DE RECICLAGEM DE PROTEINAS MARCADAS COM ANTICORPO
ANTI-ADAM23 (DL11C8)

Para o ensaio baseado na reciclagem de proteinas marcadas co

m anticorpos, células N2A foram transfectadas com 1 ug por pogo de pCMV6-
ADAM23V2-Myc-FLAG, plaqueadas em laminulas de vidro (2x10° células por pogo)
e cultivadas por 48 h. As células foram incubadas com o anticorpo anti-ADAM23
(DL11C8) por 1 h a 37°C, para que ocorresse a internalizacdo de ADAM23. O
anticorpo nao ligado e nao internalizado foi removido por uma breve lavagem (2 vezes
por 30 segundos) em tampao glicina (0.2M glicina, 0.15M NaCl, pH 3.0) e depois duas
vezes em DMEM regular. As células foram marcadas com o anticorpo secundario
anti-mouse secundario 488 (diluicao de 1:400) por 1 h a 37 °C e a etapa de lavagem
com tampao glicina acido foi repetida, assim como a lavagem em DMEM. Os controles
incluiram amostras mantidas a 4 °C com ou sem lavagem em tampao glicina acido.
As células foram fixadas em PFA a 2% com PBS Triton X-100 a 0,1% por 30 minutos.
Os nucleos foram corados com DAPI em PBS (1 mg / ml). As imagens foram
adquiridas com um microscopio confocal a laser Nikon A1R MP + (Confocal
Microscopy Facility, CTAF, UFPR).
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FIGURA 4 -ENSAIO DE RECICLAGEM DE PROTEINAS MARCADAS COM ANTICORPO ANTI-
ADAM23 (DL11C8)
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Células N2A foram transfectadas com pCMV6-ADAM23V2-Myc-FLAG plaqueadas em laminulas de
vidro e cultivadas por 48 h. As células foram incubadas com o anticorpo anti-ADAM23 (DL11C8) por 1
h a 37°C, para que ocorresse a internalizacdo de ADAM23. O anticorpo néo ligado e ndo internalizado
foi removido por uma breve lavagem em tampéao glicina acido e depois duas vezes em DMEM regular.
As células foram marcadas com o anticorpo secundarios anti-mouse secundario 488 (diluicao de 1:400)
por 1 h a 37 °C e a etapa de lavagem com tampao glicina acido foi repetida, assim como a lavagem
em DMEM. Os controles incluiram amostras mantidas a 4 °C com ou sem lavagem em tampao glicina
acido. Em roxo o nucleo celular; em azul o anticorpo anti-ADAM23 (DL11C8); em vermelho anticorpo
secundario anti-mouse secundario 488.
Fonte: A autora (2020)
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4 RESULTADOS

4.1 AS VARIANTES 1 E 2 DE ADAM23 (ORIGINE) POSSUEM DIVERGENCIAS na
SEQUENCIA DE AMINOACIDOS REFERENTE AO DOMINIO CITOPLASMATICO.

Para a realizacdo desse projeto foram adquiridos vetores comerciais
codificantes para a proteina ADAM23, pCMV6-ADAM23V1-Myc-FLAG e pCMV6-
ADAM23V2-Myc-FLAG (ORIGENE). Através do alinhamento comparativo das
sequéncias de aminoacidos preditas, resultantes da expressao dos vetores pCMV6-
ADAM23V1-Myc-FLAG, pCMV6-ADAM23V2-Myc-FLAG (obtidas no site do
fabricante) e pCDNA3.1-ADAM23-HA (CAL et al., 2000) (sequéncia previamente
sequenciada no laboratério) (Figura 5) € possivel notar uma grande similaridade entre
0s aminoacidos das trés sequéncias. Variante 2 e CAL possuem a mesma sequéncia
de aminoacidos nas regides de membrana (LIIGSIAGAILVAAIVLGGTG) e cauda
citoplasmatica (WGFKNVKKRRFDPTQQGPI), a Variante 1 por sua vez apresenta
diferenca em quase todos os aminoacidos dessa mesma regido em relagdo a
Variante 2 e CAL (Figura 6, marcagdes em roxo). O inserto CAL apresenta diferengas
pontuais nos aminoacidos referentes a outros dominios proteicos das sequéncias
Variante 1 e Variante 2, que exceto os dominios de cauda citoplasmatica e
transmembrana possuem sequéncia aminoacidica idénticas.

O BLASTDp relacionou a sequéncia de aminoacidos preditas, resultantes da
expressao do vetor Variante 2 com a sequéncia disintegrin and metalloproteinase
domain-containing protein 23 preproprotein de Mus musculus (NP_035910.1). O
critério de avaliacao para identificar as sequéncias foi a porcentagem de identidade.
A porcentagem de identidade da Variante 2 com pré-ADAM23 de Mus musculus foi
de 100%. A Variante 1 foi relacionada com disintegrin and metalloproteinase domain-
containing protein 23 isoform X1 de Mus caroli (XP_029333382.1) com 97.86% de

porcentagem de identidade entre as sequéncias, sendo a ADAM23 X1 de Mus caroli

a unica sequéncia, encontrada no banco de dados, com cauda citoplasmatica e

dominio transmembrana semelhantes aos mesmos dominios da Variante 1.
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A sequéncia CAL corresponde a disintegrin and metalloproteinase domain-

containing protein 23 preproprotein de Homo sapiens (NP_003803.7), com

porcentagem de identidade de 100%), como esperado.

FIGURA 5 - ALINHAMENTO COMPARATIVO ENTRE AS SEQUENCIAS DE AMINOACIDO
RESULTANTES DA EXPRESSAO DOS VETORES PCMV6-ADAM23V1-FLAG, PCMV6-ADAM23V2-
FLAG (ORIGENE) E PCDNA3.1-ADAM23-HA (CAL ET AL., 2000)
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Consensus MKPPGSISRRPTLTGCSLPGASCGPGRCPAGPV----PARAPPCRLLLYLLLLPALATSSRPRARGAAAPSAPHWNETAEKTLGVLADEDNTLQQNSSSR

Adam23 (NM... variant 1 MKPPGSISRRPTLTGLSLPGASCGPGRCPAGPV----PARAPPCRLLLVLLLLPALATSSRPRARGAAAPSAPHWNETAEKTLGVLADEDNTLQQNSSSR 96
Adamz3 (NM... variant 2 MKPPGSISRRPTLTGCSLPGASCGPGRCPAGPV----PARAPPCRLLLVLLLLPALATSSRPRARGAAAPSAPHWNETAEKTLGVLADEDNTLQQNSSSR 96
Adam23 Cal MKPPGSSSROPPLAGCSLAGASCGPQREPAGSVPASAPARTPPCRLLLYVLLLLPPLAASSRPRAWGAAAPSAPHWNETAEKNLGVLADEDNTLQQNSSS- 99

Consensus NTSYSSAVQKEITLPSRLVYYINQDSESPYHVLOTKARHQQKHNKAVHLAQASFQIEAFGSKFILOLTLNNGLLSSDYVEIHYEDGKQMYSKGGEHCYYH

Adam23 (NM._ variant 1 NTSYSSAVQKEITLPSRLVYYINQDSESPYHVLOTKARHQQKHNKAVHLAQASFQIEAFGSKFILDLTLNNGLLSSDYVEIHYEDGKQHYSKBGERCYYH 196
Adam23 [NM... variant 2 NTSYSSAVQKEITLPSRLVYYINQDSESPYHVLDTKARHQQKHNKAVHLAQASFQIEAFGSKFILDLTLNNGLLSSDYVEIHYEDGKQMYSKGGEHCYYH 196
Adam23 Cal WESYSHAMQKEITLPSRLEYYINQDSESPYHY L DTKARHOOKHNKAVHLAQASFQTEAFGSKFILDLELNNGLLSSDYVETHYENGKPOYSKGGEHCYYH 193

Consensus GSIRGVKDSRVALSTCNGLHGMFEDDTFVYMLEPLELTDODEKSTGRPHIIQKTLAGQYSKQMKNLSTOGSDOWPLLPELOWLRRRKRAVNP SREVFEEMK

Adam23 (NM_ variant 1 GSIRGVKDSRVALSTCHGLHGMFEDDTFVYMIEP L ELTODEKSTGRPHITQKTLAGQYSKQNKNLSTDGSDQWPLLPELQWLRRRKRAVNPSREGVFEENK 296
Adamz3 (NM... variant 2 ESIRGVKDSRVALSTCNGLHGMFEDDTFVYMIEPLELTODEKSTERPHIIQKTLAGQYSKOMKNLSTOGSDOWPLLPELQWLRRRERAVNPSREVFEENK 296
Adam23 Cal BIIRGVKDIKVALSTCHGLHGMFEDDTFVYMIEPLELVHDEKSTERPHIIQKTLAGQYSKQMKNLTMERGDQWPFLSELQWLKRRKRAVNFSRGIFEEMK 299

Consensus YLELMIVNDHKTYKKHRSSHAHTNNFAKSVVNLVDSIYKEQLNTRVVLVAVETWTEKDHIDITINPVQMLHDOFSKYRQRIKQHADAVHLISRVTFHYKRS

Adam23 [NM.. variant 1 YLELMIVNDHKTYKKHRSSHAHTHNFAKSVVNLVDSIVKEQLNTRVVLVAVETWTEKDHIDITINFVQHLHDFSKYRQRIKQHADAVHLISRVTIFHYKRS 336
Adam23 (NM... variant 2 WLELMIVNDHKTYKKHRSSHAHTNNFAKSVVNLYESIYKEQLNTRVVLVAVETWTEKDHIDITINPVQULHDFSKYRQRIKQHADAVHLISRYTFHYKRS 396
Adam23 Cal YLELMIVNDHKTYKKHRSSHAHTHNFAKSVVNLYDSIVKEQLNTRYVLVAVETWTEKDQIDITTNPVOMLHEFSKYRQRIKQHADAVHLISRVTFHYKRS 339

Consensus SLSYFGGVCSRIRGVGYNEYGLPMAVAQVLSOSLAQNLGIQWEPSSRKPKCECIESWGGCIMEETGVSHSRKFSKCSILEYRDOFLQRGGGACLFNRPTKL

Adam232 [MM...wariant 1 SLSYFGGVCSRIRBVBVRE\'GLPNA‘VA‘QVLSQSLA‘QML‘BIQHEPSSRKPKDECIESH.GGCIHEETBVSHSRKFSKDSILEYRD—FLQRBBBADLFMRPTKL 498
AdamzZ3 (NM... variant 2 SLSYFGGVCSRIRGVGVNEYGLPMAVAQVLSQSLAQNLGIQWEPSSRKPKCECIESWGGCIMEETGVSHSRKFSKCSILEYROFLQRGGGACLFNRPTKL 4396
Adamz3 Cal SL3YFGGYCSRTRGVOGVYNEYGLPNAVAQVLSQSLAQNLGIQWEPSSRKPKCDCTESWGGCINEETGYVSHSRKFSKCSILEYRDFLQREGEGACLFNRPTKL <499

Consensus FEPTECGNGYVEAGEECDCGFHVECYGVCCKKCSLSNGAHCSDGPCCNNTSCLFQSRGYECRDAVNSCDITEYCTGDSGQCPPNLHKQDGYSCNQNQGRE

AdamZ3 [NM... variant 1 FEPTECGNG\;VE.A.GEECI}CGFHVEC‘I"GVCDKKDSLSNEAHCSEGPCCMNTSCLFQSRG\;ECRDA‘VNSCB—ITEYCTGB—SGE_CPPMLHKQDGYSCNQNQGRC 596
Adam232 [NM...variant 2 FEPTECGNGYVEAGEECDCGFHVECYGVCCKKCSLSNGAHCSDGPCCNNTSCLFQSRGYECRDAVNSCDITEYCTGDSGQCPPNLHKQDGYSCNQNQGRE 596
Adam23 Cal FEPTECGNGYVEAGEECDCGFHVYECYGLCCKKCSLSNGAHCSDGPCCNNTSCLFQPRGYECRDAVNECDITEYCTGDSGQCPPNLHKQDGYACNQNQGRC 599

Consensus YNGECKTRONQCQYIWG TKAAGSDKFCYEKLNTEGTEKGNCGKDGDRWIPCSKHDVFCGFLLCTNLTRAPRIGOLOQGEIIPTSFYHQGRVIDCSGAHVYL

Adam23 [NM.__ wariant 1 YMBECKTRENQDQYIUBTKAAES[::KFDYEKLMTEBTEKBMDBKE—.BE—RWIPDSKHEVFEEFLLDTM[TRAPRIBQLQBEIIPTSFYHQBRUIEDSBAHVVL 696
Adam23 [NM... variant 2 YNGECKTRDNQCQYIWGTKAAGSDKFCYEKLNTEGTEKGNCGKDGDRWIPCSKHDOVFCGFLLCTNLTRAPRIGQLOQGEIIPTSFYHQERVIDCSGAHVVL 696
Adamz3 Cal YNGECKTRDNQCQYIWGTKAAGSDKFCYEKLNTEGTEKGNCGKDGDRWIQCSKHDVFCGFLLCTNLTRAPRIGQLGQGEIIPTSFYHQGRVIDCSGAHVVL 699

Consensus DDDTDVGYVEDGTPCGPSMMCLORKCLQIQALNMSSCPLOSREKVCSGHEVCSNEATCICDFTWAGTDCSIRDPVRNPNPPKDEGPKGPSATNL-—-——~

Adam23 (MM... variant 1 DDDTDVGYVEDGTPCGPSMMC LORKCLQIQALNMSSCPLDSRGKVCSGHEVCSNEATCICOFTWAGTOCSIROPVANPNPPKDEGPRGLYDSGFRSLGII 796

Adam23 (NM... variant 2 DDDTDVGYVEDGTPCGPSMMCLDORKCLQIQALNMSSCPLDSREKVCSGHEVCSNEATCICDFTWAGTDCSIRDPVRNPNPPKDEEPKEPSATNL-————— 750

Adam23 Cal DCDTDVGYVEDBTPCGPSHMCLORKCLQIGALNMSSCPLOSKEKVCSGHEVCSNEATCICDFTWAGTDCSIRDPVRNLHPPKDEGPKEPSATNL -~ - -~ 753
| B | | | B | =———|

Consensus ~IIGSIAGAILVAAIVLGETG-WGFKNVKKRRFOPTQQEPITRTRPLEQKLISEEDLAANDILDYKDDDDKY

Adamz3 (NM... variant 1 HLPSPTAAVIHFHSFRRRHTGIYPFATEMRHPVCTTLSEAYTRTRPLEQKLISEEDLAANDILDYKDDDDKY B68

Adam23 (NM... variant 2 -IIGSIAGAILVAAIVLEETE-WEGFKNVKKRRFDPTQQEPITRTRPLEQKLISEEDLAANDILDYKDDDDKY 860

Adam23 Cal CIIGSIAGAILVAAIVLGGTG-WGFKNVKKRRFDPTQQGEP T - o oo oo oo oo oo 832

Foi realizado um alinhamento comparativo entre as sequéncias de aminoacido resultantes da
expresséao dos vetores PCMV6-ADAM23V1-FLAG, PCMV6-ADAM23V2-FLAG (Origene) e PCDNA3.1-
ADAM23-HA (CAL et al., 2000) através do software Snapgene 4.0. E possivel ver diferencas
(marcagbes em roxo/laranja) entra a composi¢céo de aminoacidos das trés sequencias. Os blocos em
vermelhos representam regides com aminoacidos idénticos entre as trés sequéncias e os blocos azuis
representam regides onde existe auséncia de aminoacidos em relagdo a outra sequéncia.

FONTE: A autora, através do alinhamento pelo software Snapgene 4.0 (2018).
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42 AS SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS PREDITAS, RESULTANTES DA
EXPRESSAO DOS VETORES APRESENTAM DIFERENTES PERFIS DE
HIDROFOBICIDADE EM SUA PORGAO C-TERMINAL

Quando avaliadas segundo a hidrofobicidade dos seus aminoacidos pela
escala Kyte & Doolittle na plataforma ProtScale ExPASy (SIB, Swiss Institute of
Bioinformatics) as sequéncias de aminoacidos preditas, resultantes da expressao dos
vetores apresentaram diferengas entre a hidrofobicidade de aminoacidos nas regides
intermembrana e cauda citoplasmatica (Figura 6, regido marcada em vermelho). As
Variante 2 (B) e CAL (C) tiveram o mesmo perfil em toda a sequéncia, possuindo
por¢des intermembranas hidrofébica (regido marcada em vermelho). A Variante 1 (A),
por sua vez, apresentou perfil hidrofilico em sua porcéo predita como intermembrana

(regido marcada em vermelho).

FIGURA 6 — COMPARAGAO ENTRE O PERFIL HIDROFOBICO DAS SEQUENCIAS DE
AMINOACIDO RESULTANTES DA EXPRESSAO DOS VETORES PCMV6-ADAM23V1-FLAG,
PCMV6-ADAM23V2-FLAG (ORIGENE) E PCDNAS3.1-ADAM23-HA (CAL ET AL., 2000)
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As sequéncias de aminoacidos preditas, resultantes da expressdo dos vetores apresentaram
diferencas entre a hidrofobicidade de aminoacidos nas regides intermembrana e cauda citoplasmatica
(Figura 6, regiao marcada em vermelho). A. PCMV6-ADAM23V1-FLAG (Origene), B. PCMV6-
ADAM23V2-FLAG (Origene), C. PCDNA3.1-ADAM23-HA (CAL et al., 2000).
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FONTE: A autora através da Kyte & Doolittle na plataforma ProtScale ExPASYy (SIB, Swiss Institute of
Bioinformatics (2018)

4.3 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE EXPRESSAO DE ADAM23 PELOS VETORES
PCMV6-ADAM23V1-FLAG, PCMV6-ADAM23V2-FLAG (ORIGENE) E PCDNAS.1-
ADAM23-HA (CAL ET AL., 2000).

Para avaliar a expressdo adequada da proteina ADAM23 em linhagens
celulares de mamiferos, 60ug de lisados de células HEK-293T transfectadas com os
vetores previamente mencionados, foram submetidos a reagdes de
imunoprecipitagdo com a resina anti-ADAM23-Sepharose (produzida no laboratorio).

Foi possivel observar que com a super expressao da Variante 2 da ADAM23
(figura 7, linha V2 input) ambas as formas de 70 e 100 kDa foram imunoprecipitadas
(figura 7, linha V2 ip). A variante 1 da ADAM23 (figura 7, linha v1 input) e a variante
CAL (Figura 7, Linha CAL imput) super expressam apenas a forma nao-processada
de 100 kDa, nas células HEK2393-T, e estas também foram eficientemente
imunoprecipitadas (figura 7, linha v1 ip, linha CAL ip). Como controle negativo foram
utilizados extratos de células HEK2393-T nao-transfectadas, que expressam pouca

ou nenhuma ADAM23 endogena (Figura 7, linha nt ip).

FIGURA 7 - AVALIAGAO DA EFICIENCIA DE EXPRESSAO DE ADAM23 PELOS VETORES
PCMV6-ADAM23V1-FLAG, PCMV6-ADAM23V2-FLAG (ORIGENE) E PCDNAS3.1-ADAM23-HA (CAL

ET AL., 2000).
Vi Vi V2 V2 CAL CAL NT NT
Input IP Input IP Input IP  Input I[P
MW
(kDa)

08— «——proADAM23

20— <« matADAM23

Imunoprecipitacdo (IP) das Variantes de ADAM23 presentes no extrato de células HEK-293T
transfectadas. V1: ADAM23 decorrente da transfecgdo com pCMV6-ADAM23V1-FLAG; V2: ADAM23
decorrente da transfecgdo com pCMV6-ADAM23V2-FLAG; CAL: ADAM23 decorrente da transfeccao
com pcDNA3.1-ADAM23-HA; NT: controle negativo células HEK-293T nao-transfectadas. Input:
controles com extratos ndo imunoprecipitados. No extrato de células transfectadas com a Variante 2
foi possivel detectar ADAM23 madura (70 kDA) e imatura (100 kDA), tanto no input quanto no
imunoprecipitado. Reagbdes com anti-ADAM23 (sobrenadante de hibridoma DL11C8), anticorpo
secundario anti-mouse HRP (1:4.000).
FONTE: Ingrid Larissa Souza de Mello e a autora (2018)
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4.4 ADAM23 E TEMPORARIAMENTE REDISTRIBUIDA ENTRE A MEMBRANA
PLASMATICA E COMPARTIMENTOS DO CITOSOL

Com o intuito de estudar a cinética de internalizacdo de ADAM23 foram
realizados ensaios empregando a biotinilagado de proteinas de superficie celular como
estratégia para o acompanhamento temporal da sua incorporagado pela célula. O
reagente de derivatizagcdo NHS-SS-Biotin ndo € permeavel a membrana celular e
contém uma ligagao dissulfeto sensivel a agentes redutores, permitindo assim que
apenas proteinas presentes na face extracelular da membrana plasmatica sejam
marcadas por biotina e que esta possa ser convenientemente removida, dependendo
do desenho experimetal.

As proteinas ndo internalizadas em diversos pontos temporais tiveram sua
biotina removida através da reducao do dissulfeto através de tratamento com agente
redutor glutationa reduzida. No experimento de internalizagcao é fundamental que
apo6s a entrada das moléculas biotiniladas nas células, aquelas que permaneceram
no ambiente extracelular tenham a etiqueta de biotina eficientemente removida,
permitindo a comparacédo entre a populacdo de proteinas endocitadas, em dado
tempo da curva, com o total de moléculas marcadas com biotina (Figura 8, TB).
Células submetidas a biotinilacdo, mantidas a 4°C e tratadas com agente redutor
foram empregadas como controle da eficiéncia de remogao de biotina das proteinas
nao internalizadas. Este mesmo ponto experimental pode ser considerado como o
tempo 0 minuto na curva da cinética de internalizagdo. Varios autores descrevem a
glutationa-reduzida (GSH) como um agente redutor eficiente para a remocg¢ao da
biotina conjugada as proteinas de superficie celular (CIHIL; SWIATECKA-URBAN,
2003; STAUTZ et al., 2012), apesar de TCEP (tris(2-carboxietil)fosfina) também ter
sido utilizado por outros grupos (GABRIEL.;STEVENS.; MELIKIAN, 2009).

ADAM23 70kDa biotinilada presente em compartimentos intracelulares foram
detectadas apdés 15 minutos a 37 °C (Figura 8, banda 15 min), a quantidade da
proteina nestes compartimentos aumentou nos tempos subsequentes até o ultimo
ponto analisado (Figura 8, 60 min). ADAM23 n&o foi detectada nos pontos temporais
5 e 10 minutos (dados n&o mostrados) ou no controle mantido a 4°C (tempo 0, coluna
C). Um décimo do extrato celular total (TLC) foi usado como controle do carregamento

de proteinas em cada ponto temporal, a partir da detec¢ao direta de ADAM23 e B-
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actina. Este controle de carregamento proteico (Figura 8, actina, painel inferior) e
transfecgéo (Figura 8, ADAM23, painel intermediario) evidenciam que quantidades
muito semelhantes e comparaveis de proteina foram empregadas em cada ponto
experimental. Como esperado, tanto ADAM23 70 kDA quanto ADAM23 100 kDa
foram detectadas no lisado total (BORGONOVO et al., 2018) porém somente
ADAM23 70 kDa foi detectada na superficie celular, indicando a prevaléncia, se ndo
a exclusividade, de ADAM23 matura (70 kDa) presente na superficie celular nessas

condigdes experimentais (Figura 8, painel superior).

FIGURA 8 - ADAM23 E REDISTRIBUIDA TEMPORALMENTE DA MEMBRANA PLASMATICA
PARA OS COMPARTIMENTOS DO CITOSOL.
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ks TB C 15 30 45 60 (min) Perfil de internalizagéo da proteina ADAM23 em N2A
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Células N2A transfectadas foram biotiniladas a 4°C e perseguidas a 37°C por varios pontos temporais.
(A) A biotina acoplada a dissulfeto das proteinas nao internalizadas foi reduzida e removida da
superficie celular através do uso de um tampao contendo L-glutationa. Os lisados celulares totais foram
incubados com estreptavidina-agarose e analisados através de SDS-PAGE. Os controles foram
ADAM23 biotinilada na superficie total a 0 min (TB) e células mantidas a 4°C (4 °C, C). Um décimo do
lisado celular total (TCL) foi testado contra anticorpos anti-ADAM23 (painel do meio) e anti-actina
(painel inferior) como controles de carregamento de amostras. Os anticorpos usados foram o anti-
ADAM23 (sobrenadante de hibridoma DL11C8), anti-B-actina (1:10.000) e o anticorpo secundario anti-
mouse HRP (1:4.000). (B) O grafico representa a quantidade de ADAM23 internalizada em relagéo ao
total de ADAM23 na membrana plasmatica no ponto inicial (TB). O grafico € um resultado
representativo de trés experimentos independentes. As bandas foram desnsitometradas através do
software FIJI Imaged e o grafico foi construido no software GraphPad Prism 7.
FONTE: A autora (2019)



40

4.5 ADAM23 E RECICLADA DOS COMPARTIMENTOS INTRACELULARES PARA
A MEMBRANA PLASMATICA

Como observamos que uma fragdo de ADAM23 da superficie celular foi
constitutivamente internalizada ao longo do tempo (Figura 8), concluimos que
ADAMZ23 também poderia ser reciclada para a membrana plasmatica. Para verificar
essa possibilidade, foi empregado um ensaio baseado em anticorpos para rastrear a
reciclagem de receptores entre a membrana plasmatica e os compartimentos internos
(MITCHELL et al., 2004; STAUTZ et al., 2012). Células N2A transfectadas com
plasmideo Variante 2 foram incubadas com o anticorpo DL11C8 e mantidas a 37°C.
O anticorpo restante na superficie celular foi removido por lavagem acida. Em
seguida, as células foram incubadas com um anticorpo secundario marcado com
fluorescéncia a 37°C, apds 1 hora foram retiradas novamente com uma solugao acida,
fixadas e processadas para analise microscopica confocal. Assim, os sinais
intracelulares fluorescentes permanecem apenas na molécula ADAM23 que se
apresentou duas vezes na superficie celular, e portanto foram recicladas.

As células mantidas a 4°C e nao lavadas com uma solucao acida (Figura 9,
Sem strip 4°C) apresentaram apenas padrao de imunomarcacgao de superficie celular
com ADAM23, ndo indicando a internalizagao da proteina. Por outro lado, quando as
células foram lavadas com uma solugdo acida (Figura 9, Strip 4°C), todos os
imunocomplexos ADAM23/DL11C8 foram removidos da superficie celular e,
consequentemente, nenhum sinal de fluorescéncia foi detectado. Paralelamente, as
células mantidas a 37°C e incubadas com os anticorpos primario e secundario e
nenhuma remocg¢ao de acido apresentaram membrana plasmatica e ADAM23
intracelular (Figura 9, Sem strip, 37°C). No entanto, quando lavagens acidas foram
incluidas em um conjunto experimental paralelo (Figura 9, Strip, 37°C), foi observado
um desaparecimento dramatico da imunomarcagao de ADAM23 na superficie celular
e apenas ADAMZ23 reciclada pdde ser detectada no meio intracelular, indicando a

reciclagem constitutiva do receptor.



41

FIGURA 9 - ADAM23 E RECICLADA DOS COMPARTIMENTOS INTRACELULARES PARA A
MEMBRANA PLASMATICA.

em strll 4°C trl 4°C Sem strip 37°C Strip 37°C

Células N2A foram transfectadas transientemente com ADAM23 e incubadas com o anticorpo
monoclonal DL11C8 por 2h a 4°C. O imunocomplexo ADAM23/DL11C8 foi deixado na superficie da
célula (Sem strip, 4°C) ou retirado por lavagem acida (Strip, 4°C). As células foram entdo incubadas
por mais 1 hora a 37 °C com anticorpo secundario conjugado com Alexa488 contra IgG de
camundongo. Os complexos de anticorpos da superficie celular foram removidos subsequentemente
(Strip, 37°C) ou nao (Sem strip, 37°C). Como o sinai fluorescentes no grupo Strip 37°C permanece
apenas em moléculas que se apresentaram duas vezes na superficie celular, é possivel concluir que
ADAM23 é reciclada dos compartimentos intracelulares para a membrana plasmatica de forma
constitutiva. As amostras foram fixadas e processadas para microscopia confocal. Nucleos marcados

com DAPI (1 ug / ul). Barra de escala =5 um.
FONTE: A autora (2019).

4.6 AVALIACAO DA ESTABILIDADE (MEIA-VIDA) DA PROTEINA ADAM23

De modo a avaliar a meia-vida da proteina ADAMZ23, células N2A foram
tratadas com cicloheximida, inibidor da sintese de proteinas em eucariotos produzida
pela bactéria Streptomyces griseus. Os resultados obtidos ndo mostram uma
diminuigao significativa de ADAM23 apds 24 horas de tratamento, sugerindo que esta

proteina possui uma estabilidade relativamente longa em células N2A (Figura 10).
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FIGURA 10 - ADAM23 E UMA PROTEINA DE VIDA LONGA

A B
CONTROLE CICLOHEXIMIDA
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Extratos de células N2A transfectadas com o vetor pCMV6-ADAM23V2-FLAG e ftratadas (B,
CICLOHEXIMIDA) ou nédo (A, CONTROLE) com cicloheximida (t= 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24h). Os
Resultados obtidos ndo mostram uma diminui¢ao significativa de ADAM23 (70 kDa) apos 24 horas de
tratamento, em relagédo ao controle, mas é possivel ver uma diminuigdo progressiva no controle (3-
actina. Reagbes com anti-ADAM23 (sobrenadante de hibridoma DL11C8), anti-B-actina (1: 5.000),

anticorpo secundario anti-mouse HRP (1:4.000).
FONTE: A autora (2019).
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5 DISCUSSAO

ADAM23 é um membro cataliticamente inativo da familia ADAM, suas
principais fungdes sao relacionadas as propriedades de adesao neural sinaptica em
associagao as proteinas da familia LGI1. (WANG et al., 2017; HIVERT et al., 2019;
LANCASTER et al., 2019). Embora o perfil de internalizagao e o trafego de proteinas
tenham sido estudadas para alguns membros cataliticos da familia ADAM, quase
nada se sabe sobre membros nao cataliticos. Tendo em vistas a importancia e a alta
expressdo de ADAM23 no sistema nervoso (SAGANE et al., 1998; 1999; LEIGHTON
et al., 2001; MITCHELL et al., 2001; GOLDSMITH et al., 2004; LIN et al., 2008;
OWUOR et al., 2009; DHAUNCHAK et al., 2010; MARKUS et al., 2011; KEGEL et al.,
2014) e seu papel no transporte retrégrado de LGI1 (HIVERT et al., 2019) decidimos
estudar a redistribuicdo de ADAM23 do espago extracelular para o citoplasma. Neste
trabalho mostramos que ADAM23 super expressa em células N2A sofre
internalizacao constitutiva da membrana plasmatica para os compartimentos do
citosol, sendo capaz de reciclar de volta a superficie celular. Ainda, dados
preliminares apresentados neste estudo sugerem que ADAM23 € uma proteina de
vida longa.

Multiplas ADAMs sdo expressas em diferentes isoformas, resultantes de
splicing alternativo. Por exemplo, ADAM29 (SAGANE et al, 1998), ADAM22
(SAGANE et al., 1998; GODDE et al., 2007) e ADAM30 (CERRETTI et al., 1999) tém
de duas a trés formas que variam no comprimento de suas caudas citoplasmaticas,
embora nao tenham sido relatadas diferengas funcionais nessas isoformas. Em outras
ADAMSs o splicing alternativo produz isoformas com atividades diferentes entre si. Um
motivo comum entre as proteinas desta familia € a producdo de uma ou duas
isoformas ligadas a membrana e uma isoforma secretada, sendo encontrado na
ADAM9, ADAM10, ADAM12, ADAM28 e ADAMS. (SEALS & COURTNEIDGE, 2003).
Ha evidéncias de que os genes adam11, adam33 e adam23 produzam produtos de
splicing alternativo (KATAGIRI et al., 1995; VAN EERDEWEGH et al., 2002; SUN et
al., 2004).

Sao propostas trés isoformas de splicing alternativo para o gene ADAM23
humano: ADAM23-alfa (sequéncia canénica), ADAM23-beta e ADAM23-gama. Estas
isoformas variam somente nos dominios transmembranares, que possuem diferentes

composicoes de aminoacidos. As proteinas ADAM23 codificadas pelas isoformas alfa
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e beta sdo presas a membrana por diferentes dominios transmembranares
(codificados pelo exon 26 na isoforma alfa e pelo exon 25 na isoforma beta) e prevé-
se que tenham localizagbes distintas de subdominios da membrana. A ADAM23-
gama é gerada auséncia dos exons 25 e 26 e, portanto, ndo possui o dominio
transmembranar sendo possivelmente uma isoforma segregada ou citoplasmatica da
proteina ADAM23 (SUN et al., 2004).

Antes de iniciarmos os experimentos relacionados aos processos de
internalizacao e reciclagem de N2A, achamos pertinente definir o vetor de expressao
e o inserto mais adequado ao estudo. Uma vez que a analise das sequéncias por
BLAST, classificou o inserto CAL como pro-ADAM23 humana, e o modelo celular
usado no estudo foi uma linhagem murina (N2A), o uso deste vetor foi considerado
inapropriado. A sequéncia de aminoacidos preditas, resultantes da expressédo do
vetor Variante 2 foi caracterizada como pr6-ADAM23 de Mus musculus, A Variante 1
por sua vez, foi relacionada com ADAM23 isoforma X7 de Mus caroli.

Interessantemente observou-se que as constru¢des Variante 1 e CAL quando
transfectadas em células 293 produzem apenas a forma imatura (n&o processada,
100 kDA) de ADAM23. Foi possivel também observar uma diferenga nos
aminoacidos da regiao c-terminal das variantes 1 e 2, referente ao final dos dominios
transmembrana e da cauda citoplasmatica. No caso das variantes 1 e 2 estas
diferengas na composi¢cao aminoacidica talvez sejam as responsaveis pela expresséo
diferencial das duas variantes. De fato, quando analisamos o pefil hidropatico do
dominio transmembrana da varante 1 observamos que o mesmo € hidrofilico e
portanto talvez incompativel com sua inser¢do adequada na membrana plasmatica.
Ja é bem estabelecido bioquimicamente que a insergcao de receptores de membrana
plasmatica comecga durante sua sintese no citoplasma através da interacido do
dominio transmembranico hidrofébico com a membrana no reticulo endoplasmatico.
Neste contexto, uma sequencia transmembranica com caracteristicas hidrofilicas
poderiam conduzir a um padrao aberrante de expressao, por exemplo, expressao
ectdpica do receptor (i.e. fora da membrana plasmatica) ou resisténcia a modificagdes
pos-traducionais (e.g. processamento proteolitico por furinas ou glicosilagao
aberrante). Por meio dessas observagdes sugerimos que a regido transmembrana
e/ou o dominio citoplasmatico sejam determinantes no processamento de ADAM23.
Curiosamente a regidao c-terminal da Variante 2 e da sequéncia CAL s&o idénticas,

fato que representaria uma aparente contradicdo ao que foi acima discutido para as



45

variantes 1 e 2. Entretanto ndo pode ser desconsiderada as diferencas nas
sequencias extracelulares da variante 2 e CAL, indicando que outros sitios presentes
em dominos contidos nas porg¢ao extracelular do receptor sdo decisivos na maturagao
da proteina.

Como ja discutido nesse trabalho, algumas isoformas resultantes do
processamento alternativo das ADAMs, n&o possuem a regido responsavel por
ancorar a proteina na membrana, o que inviabilizaria a realizagao dos experimentos
de internalizacao e reciclagem. Por expressar ADAM23 com dominio transmembrana,
capaz de ser processada e gerar a proteina madura (70 kDA) a Variante 2 foi
escolhida para superexpressar ADAM23 na linhagem celular N2A usada nos
experimentos subsequentes.

A abordagem experimental de marcagao da superficie das células revelou
que aproximadamente 75% da ADAM23 biotinilada é internalizada dentro de 60 min
(1h), indicando que a proteina é constitutivamente internalizada a partir da membrana
plasmatica, sendo observada somente a forma madura de 70 kDA na membrana. Um
perfil parecido com o obtido para ADAM23 foi observado para ADAM9 onde, uma
quantidade substancial da proteina madura foi observada na membrana plasmatica,
enquanto as duas formas, pré (100 kDA) e madura (84 kDA) foram detectadas no total
de lisados celulares. ADAM9 internalizada foi detectada logo apdés 15 minutos
atingindo um platé apoés 30-60 minutos, sendo internalizada pela via de clatrina.
ADAM12 super expressa em células HEK, parece atingir o pico de internalizagao,
cerca de 65%, em 1 hora e permanecer praticamente estavel por 5 horas, quando
comeca a declinar. Os resultados para a internalizagao de ADAM12 e ADAM9 foram
obtidos através da mesma técnica utilizada neste trabalho, ou seja, a biotinilagado de
proteinas da superficie celular (STAUTZ et al., 2012).

Walcheck e colaboradores (2006) apontam que ADAM17 apresenta alta
estabilidade na membrana, assim como ADAM12, mantendo os niveis da proteina
na superficie celular de neutrofilos humanos inalterados por 20 horas,
independentemente de serem estimulados por formil peptideos derivados de
bactérias (WALCHECK et al., 2006). Eschenbrenner e colaboradores (2020) trazem
dados muito relevantes a discussao, demonstrando que a fracdo de ADAM10
internalizado variava de acordo com a linhagem celular estudada. Por exemplo, em
células PC3 a internalizacado de ADAM10 foi de 5% enquanto em células Hela foi de
18%, em 1 hora a 37°C, sugerindo que a expressao diferenciada de um conjunto
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génico poderia levar a diferentes taxas de internalizagdo de proteinas da familia
ADAM.

Apos a internalizagdo, moléculas s&o direcionadas para os endossomos
iniciais, onde sao redistribuidos para diferentes destinos. Os alvos internalizados
podem ser direcionadas para endossomos tardios e lisossomos seguindo a via de
degradagéao ou devolvidas a membrana plasmatica, diretamente ou por endossomos
de reciclagem justa nucleares (NASLAVSKY & CAPLAN, 2018).

ADAM12, ADAM9, ADAM10 e ADAM17 foram descritas como sendo
internalizadas por via dependente de clatrina e distribuidas nos endossomos iniciais
seguindo a rota de reciclagem (DOMBERNOWSKY et al., 2015; MYGIND et al., 2018;
STAUTZ et al., 2012). Estudos mostram que ADAM10 tem seu trafego modulado
pelas proteinas AP2 (MARCELLO et al., 2013) e a Tspan5 / Tspan15
(ESCHENBRENNER et al., 2020), enquanto a proteina nexina 9 (SNX9) regula a
endocitose do ADAM9 (MYGIND et al., 2018). No conjunto, os resultados aqui
apresentados sugerem que as ADAMs podem ter propriedades endociticas
semelhantes, sendo constitutivamente internalizadas e relativamente estaveis na
membrana celular, independentemente de suas propriedades cataliticas. Ademais
levantamos a hipotese de que ADAM23, pode seguir vias endociticas semelhantes
apos sua internalizagéo.

De fato, mostramos através de um ensaio baseado em anticorpos, que
ADAM23 é reciclada dos compartimentos internos para a membrana plasmatica,
assim como outros membros da familia. No entanto, a hipétese de que ADAM23 pode
ser internalizada por uma via dependente de clatrina, ainda nao foi esclarecida.

Estabelecida a capacidade de ADAM23 ser internalizada e reciclada de volta
para a membrana celular surgiu a curiosidade em avaliar a estabilidade dessa
proteina. Observamos que ADAM23 foi detectada nos lisados de células N2A tratadas
com cicloheximida em todos os momentos, se mantendo estavel por pelo menos 24
horas apds o tratamento. Este dado indica que a proteina ADAM23 possui uma alta
estabilidade, com meia-vida superior a 24 horas em células N2A. Estes dados vao ao
encontro de resultados semelhantes obtidos por outros membros do grupo (Ingrid
Souza, tese, 2020), a partir de abordagens de pulso-caga, com a marcagédo de
ADAMZ23 por biotina ou anticorpos e o acompanhamento da expressao de ADAM23
em diferentes tempos. Tais dados sugerem que a meia-vida de ADAM23 esta situada
entre 24-36 horas (SOUZA & OLIVEIRA et al., submetido).
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Em células Jurkat, ADAM17 biotinilada na superficie celular apresenta meia-
vida de 8 horas (DOEDENS & BLACK, 2000), uma caracteristica semelhante
observada para o ADAM9 superexpresso em células MDA-MB-231 (MYGIND et al.,
2018). A meia-vida da proteina ADAM10, assim como sua fragao internalizada, varia
de acordo com a linhagem celular analisada, variando de 5 horas em U20S a mais
de 8 horas em células PC3. Ademais, a expressao de um conjunto de tetraspaninas
TspanC8 parece regular a renovacao do ADAM10, através do controle do trafego e
da estabilidade da proteina na célula. (ESCHENBRENNER et al., 2020). Células
HEK293VnR tratadas com cicloheximida mantiveram a mesma quantidade de
ADAM12 por pelo menos 12 horas, apresentando a meia-vida mais longa até entéo
verificada experimentalmente para membros da familia ADAM (STAUTZ et al., 2012).

Um possivel motivo para a maior estabilidade de ADAM23 em relagdo aos
seu familiares cataliticos, pode ser resultante da fungao que a proteina exerce como
molécula adesiva (WANG et al., 2017) e de seu papel na estabilizagao e trafego de
receptores (HIVERT et al., 2019; LANCASTER et al., 2019)

Entre varios parceiros moleculares ja descritos para a proteina ADAM23, esta
a familia LGI (KIM et al., 2012; SAGANE et al., 2008)Foi relatado que LGI1 pode ligar
ADAM23 (SAGANE et al., 2008) e atuar como uma ponte pré-sinapse, (FUKATA et
al., 2010). Hivert e colaboradores (2019) demonstraram que ADAMZ23 se associa ao
LGI1 ao longo da via secretora. Vesiculas contendo ADAM23 (co-localizada ou n&o
com LGI1) podem ser transportadas para o segmento inicial do axénio. Segundo os
pesquisadores, estas vesiculas apresentam, em sua maior parte, orientacdo na
direcdo anterégrada (HIVERT et al., 2019). Especulamos que os resultados obtidos
nesse estudo sobre a internalizacdo e reciclagem de ADAM23 podem estar

relacionados com a localizagao e distribuicdo de LGI1 em células neuronais.
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6 CONCLUSOES

A analise das sequéncias por BLAST, classificou o inserto CAL como pr6o-ADAM23
humana. A sequéncia de aminoacidos preditas, resultantes da expressao do vetor
Variante 2 foi caracterizada como pro-ADAM23 de Mus musculus. A Variante 1

por sua vez, foi relacionada com ADAM23 isoforma X7 de Mus caroli.

Foi possivel observar uma diferenga nos aminoacidos da regiao c-terminal das
Variantes 1 e 2, referente ao final dos dominios transmembrana e da cauda

citoplasmatica

As construcdes Variante 1 e CAL quando transfectadas em células 293 produzem

apenas a forma imatura (n&o processada, 100 kDA) de ADAM23.

Quando transfectada em células 293 a Variante 2 produz as formas imatura e
matura (100 kDA e 70 kDA) de ADAM23.

O pefil hidropatico do dominio transmembrana da Variante 1 € hidrofilico enquanto

o perfil da mesma regiao das Variantes 1 e 2 sédo hidrofdbicos.

A abordagem experimental de marcagao da superficie das células revelou que
aproximadamente 75% da ADAM23 biotinilada ¢é internalizada dentro de 60 min
(1h), indicando que a proteina & constitutivamente internalizada a partir da
membrana plasmatica, sendo observada somente a forma madura de 70 kDA na

membrana.

Através do ensaio baseado em anticorpos conclui-se que ADAM23 é reciclada dos

compartimentos internos para a membrana plasmatica.

ADAMZ23 foi detectada nos lisados de células N2A tratadas com cicloheximida em

todos os momentos, se mantendo estavel por pelo menos 24.
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Oi professor,Enviei a dissertagdo no siga, o senhor deve entrar no portal e validar o
trabalho de conclusao.Tudo certo, dentro do possivel né professor. A pandemia e o
caos politico, e agora até os ciclones, estdo cada dia mais intensos aqui no Parana e
no Brasil, e o pior € ndo poder nem protestar. O senhor esta conseguindo ir para o
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normalidade na Alemanha.

Consegui fazer o IELTS e obter 7.5, nota boa o suficiente para a maioria
das universidades, agora estou procurando vagas e bolsas para o Doutorado, se o
senhor encontrar alguma oportunidade por ai me avise ;). Abragos para o senhor e

para a professora Lia, saudades de ambos.Nat.



