UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
COLEGIADO DE POS-GRADUCAO EM CIENCIAS BIOMEDICAS

RUBENS GOMES JUNIOR

AVALIAGAO DO PERFIL DE EXPRESSAO DE ADAM23 DURANTE O
PROCESSO DE DIFERENCIAGAO NEURONAL

PONTA GROSSA
2018



RUBENS GOMES JUNIOR

AVALIAGAO DO PERFIL DE EXPRESSAO DE ADAM23 DURANTE
O PROCESSO DE DIFERENCIAGAO NEURONAL

Dissertacao apresentada como requisito
parcial a obtencéo do titulo de mestre na
area de Biologia Celular e Molecular pelo

Programa de Pds-graduagado em Ciéncias
Biomédicas da Universidade Estadual

de Ponta Grossa

Orientadora: Prof.2 Dr2 Michele Dietrich Moura Costa

PONTA GROSSA
2018



Gomes Junior, Rubens
G633 Avaliacdo do perfil de expressdo de ADAM23 durante o pro-
cesso de diferenciagcdo neuronal/ Rubens Gomes Junior. Ponta
Grossa, 2018.
62 f.; il.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Biomédicas — Area de
concentracdo — Biologia Celular e Molecular), Universidade
Estadual de Ponta Grossa.

Orientadora: Profa. Dra. Michele Dietrich Moura Costa

1. ADAM23. 2. Diferenciacao neuronal. 3. Sistema ner-
voso. |. Costa, Michele Dietrich Moura. Il. Universidade Es-
tadual de Ponta Grossa- Mestrado em Ciéncias Biomédicas. Ill.
T.

CDD :611.8

Ficha catalogréfica elaborada por Maria Luzia F. Bertholino dos Santos— CRB9/986




Universidade Estadual
de Ponta Grossa

Programa de
Pés Graduagdo

em Ciéncias Bromédicas

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
NIVEL DE MESTRADO EM CIENCIAS BIOMEDICAS - AREA DE CONCENTRACAO:
BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR, NUMERO DA ATA 11/2018, DO MESTRANDO
RUBENS GOMES JUNIOR REALIZADO NO DIA 19 DE OUTUBRO DE 2018, NA
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA.

Aos dezenove dias de outubro de dois mil e dezoito, as 14hs00min, no Auditdrio de Pés-Graduagéo
em Odontologia, sala 14 , Bloco M, da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) em sego
publica sob a presidéncia da Professora Michele Dietrich Moura Costa reuniu-se a Banca
Examinadora de defesa da Dissertagdo de Mestrado em Ciéncias Biomédicas do mestrando Rubens
Gomes Junior na linha de pesquisa; Biologia Celular ¢ Molecular do Desenvolvimento e dos
Processos Patololégicos, constituida pelos demais Doutores (membros titulares): Professora Dra.
Iriane Eger (UEPG/PR) e Professor Dr. Silvio Marques Zanata (UFPR/PR). Iniciados os
trabalhos, a presidéncia deu conhecimento aos membros da banca e ao candidato das normas que
regem a defesa da dissertagdo de Mestrado e definiu-se a ordem a ser seguida pelos examinadores
para arguicdo. O titulo da dissertagdo avaliada foi: “AVALIACAO DO PERFIL DE
EXPRESSAO DE ADAM23 DURANTE O PROCESSO DE DIFERENCIACAO
NEURONAL.” Encerrada a defesa, e ap6s reunido, a banca comunicou o resultado final da
avaliagdo da dissertagdo como A¥Y ROVADO considerado requisito parcial para a obteng#o
do titulo de Mestre em Ciéncias Biomédicas. O aluno devera entregar uma cépia da versdo final, no
prazo estipulado no item 8 da IN 01/2015, referente a defesa de dissertagdo com as modificagdes
" sugeridas pelos membros da banca examinadora. Para a obtengfo do titulo de mestre, o aluno terd
até 6 meses, apés a data da defesa da sua dissertagfio, para apresentar ao Colegiado a carta de
submisséo do seu artigo em revista indexada no estrato minimo B3 dentre os periédicos indicados
pela 4rea de Ciéncias Bioldgicas II vigente. Nada mais havendo a ser tratado, lavrou-se a presente
ata que vai assinada pelos membros da Banca Examinadora.

Observagdes (se necessario):

Alteraggo de titulo: sim Ondo X
Novo titulo:

D el o+
Michele Dietgich Moura COs%GEM - UEPG) - Presidente

!

Iriage Eger - (DEBIO - UEPG) - Titular
v

Silvio Marques Zanata/. (Departamento de Patologia Bésica/UFPR) — Titular

Ponta Grossa, 19 de Outubro de 2018.

Pré — Reitoria de Pesquisa e Pés- Graduagio
Programa dé Pés Graduag&o em Ciéncias Biomédicas, biologia celular e molecular e fisiologia e fisiopatologia —
ppgbiomedicas@uepg.br
Av. Carlos Cavalcanti, 4748 — Ponta Grossa — Parana - Brasil - CEP: 84030-900



Aos meus pais Rita e Rubens por todo
0 apoio e palavras de incentivo

nos momentos mais dificeis



A minha orientadora Michele Dietrich Moura Costa
pela orientacdo, dedicacao e pela amizade

verdadeira



Agradecimentos

Ao0s meus pais pelo amor, incentivo, e palavras de apoio nos momentos em que mais

precisava.

A minha orientadora Michele por tamanha paciéncia capaz de suportar meu erros e

desesperos desde 0 1° ano de graduacao até hoje.

As Professoras Katia Paludo e Iriane Eger minhas co-orientadoras informais que

sempre me ajudaram a resolver algum problema que encontrava no caminho.

Ao Professor Silvio Marques Zanata por nos ceder anticorpos utilizados neste trabalho.

A Prof Marcia Appel por toda ajuda durante o desenvolvimento deste trabalho.

Aos meus amigos Herbert, Bruno, Thiago, Diego e Maximilian por todas as vezes que

me ajudaram a aliviar o estresse para poder seguir em frente.

As minhas amigas persistentes da graduacdo que sempre me apoiaram durante minha

formacéo, Roberta Zapszalka e Gessica da Costa.

A todos os meus colegas do Laboratorio de biologia celular e protozoologia pelas

conversas cientificas e ndo cientificas.

Aos alunos do Laboratério de cultivo celular e histopatologia da UEPG por toda a ajuda
durante o desenvolver deste trabalho.

Ao Adriano Barbosa (in memoriam) por ter estado presente nos momentos de dificeis

escolhas e sempre ter me apoiado.

Ao CNPq pelo apoio financeiro.



“‘Uma mente necessita de livros da
mesma forma que uma espada
necessita de uma pedra de
amolar, se quisermos que

se mantenha afiada.”

(Tyrion Lannister — As Cronicas de Gelo e Fogo)



Resumo
A Disintegrin and Metalloprotease (ADAM) é uma familia de proteinas transmembranas
capaz de mediar adeséo celular, assim como clivagem de moléculas da superficie celular.
ADAM23 é um membro desta familia predominantemente expressa no sistema nervoso
durante o desenvolvimento até a fase adulta. Camundongos nocautes para o0 gene
adam23 desenvolvem problemas neuroldgicos como tremor e ataxia e morrem logo apés
0 nascimento, sugerindo que esta proteina possui papel fundamental no desenvolvimento
e manutencéo do sistema nervoso. Sendo assim, a analise do padrédo de expressao da
proteina ADAM23 no processo de diferenciacao pode contribuir no entendimento do seu
papel bioldgico no contexto do desenvolvimento do sistema nervoso. Primeiramente foi
avaliado se as linhagens celulares de neuroblastoma (SHSY-5Y e Neuro2a),
feocromocitoma (PC-12) e glioblastoma (T98G) expressavam ADAM23. Em todas as
linhagens foi possivel observar a proteina ADAM23. Para avaliar se a expressao de
ADAM23 era alterada em eventos de diferenciacdo, as linhagens celulares de
neuroblastoma e feocromocitoma foram usadas como modelos de diferenciagéo neuronal.
Em PC-12 ndo houve alteracdo na expressdo de ADAM23 quando as células foram
tratadas com fator neurotrofico derivado de encéfalo. A linhagem celular de
neuroblastoma humano, SHSY-5Y, também ndo apresentou alteracdo na expressao da
proteina de interesse quando tratada com all-trans acido retindico. Os ensaios utilizando
0 neuroblastoma murino, Neuro2a, ndo mostraram alteracdo na expressdo de ADAM23
nos grupos tratados com all-trans acido retindico ou all-trans retinal. Entretanto, nesta
linhagem houve aumento da forma ndo processada de ADAM23 (100 kDa) nos grupos
em que o soro fetal bovino foi reduzido a 1%, independente do tratamento &cido retinbico
e do retinal. Ainda foi investigado um possivel papel protetor de ADAM23 frente ao
estresse oxidativo causado por peroxido de hidrogénio em diferentes concentracdes e
tempos em Neuro2a, mas nenhuma alteracdo na expresséo foi observada. Estes dados
sugerem que ADAM23 pode estar envolvida no processo de diferenciacdo neuronal em
Neuro2a desencadeado pela reducao do soro fetal bovino, entretanto mais estudos sao

necessarios para elucidar este mecanismo.

Palavras-chave: ADAM23; diferenciacado neuronal; sistema nervoso



Abstract
A Disintegrin and Metalloprotease (ADAM) is a family of transmembrane proteins able to
mediate cell adhesion, as well as cleavage of cell surface molecules. ADAM23 is a
member of this family predominantly expressed in nervous system during development
until adulthood. Mice knockouts for adam23 gene develop neurological problems, such as
tremor and ataxia and die soon after birth, suggesting that protein plays a key role in
development and maintenance of nervous system. Therefore, evaluation of expression
profile of ADAM23 protein in the differentiation process may contribute to understanding
of its biological role in context of the development of nervous system. First, it was
evaluated whether cell lines of neuroblastoma (SHSY-5Y and Neuro2a),
pheochromocytoma (PC-12) and glioblastoma (T98G) expressed ADAM23. In all lineages
it was possible to observe the ADAM23 protein. To assess whether ADAM23 expression
was altered in differentiation events, neuroblastoma and pheochromocytoma cell lines
were used as models of neuronal differentiation. PC-12 cells showed no change in
ADAM23 expression when they were treated with brain-derived neurotrophic factor. The
human neuroblastoma cell line, SHSY-5Y, also showed no change in the expression of
the protein of interest when they were treated with all-trans retinoic acid. Assays using
murine neuroblastoma, Neuro2a, showed no change in ADAM23 expression on groups
treated with all-trans retinoic acid or all-trans retinal. However, in this lineage presented
an increase of the unprocessed form of ADAM23 (100 kDa) on group, which the fetal
bovine serum was reduced to 1%, independent of retinoic acid or retinal treatment. A
possible protective role of ADAM23 against oxidative stress caused by hydrogen peroxide
at different concentrations and times in Neuro2a was still investigated, but no change in
expression was observed. These data suggest that ADAM23 may be involved in the
neuronal differentiation process in Neuro2a triggered by the reduction of fetal bovine

serum, however more studies are needed to elucidate this mechanism.

Keywords: ADAM23; neuronal differentiation; nervous system.
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1. Introducéo

ADAM (A Disintegrin and Metalloprotease) € uma familia de proteinas
transmembranas pertencentes a superfamilia de proteases dependentes de zinco. Esta
familia é caracterizada por possuir os dominios desintegrina e metaloprotease que dao
nome a referida familia. Sabe-se que as ADAMs fazem parte de diversos processos
bioldgicos como de fusdo de membrana, liberacao de citocinas e fatores de crescimento,
adesdo, migracao celular, assim como desenvolvimento de musculos, fertilizacdo e
diferenciacao (REISS; SAFTIG, 2009; SEALS; COURTNEIDGE, 2003).

ADAM23 ou MDC3 (Metalloproteinase-like, Disintegrin-like, Cysteine-rich protein)
€ um membro da familia ADAM altamente expressa no sistema nervoso, durante a fase
embrionéria até a adulta (SAGANE et al, 1998; GOLDSMITH et al., 2004; DHAUNCHAK
et al.,, 2010). ADAM23 possui alteracdes na sequéncia do sitio catalitico no dominio
metaloprotease, o0 que mantem sua atividade proteolitica inativa, sugerindo que esta
proteina exerca seu papel através do dominio desintegrina (EDWARDS et al., 2008).

Camundongos nocautes para adam23 desenvolvem tremores e ataxia, nao
sobrevivendo por mais do que duas semanas, evidenciando que a proteina ADAM23 tem
um papel fundamental no desenvolvimento e manutencéo da funcdo do sistema nervoso
(MITCHELL et al.,, 2001; KEGEL et al.,, 2014). ADAM23 ainda mostrou participar do
processo de formacéo de neuritos e da arborizacdo dendritica em neurdnios, sugerindo
que esta proteina participa da formacdo da rede neural, apesar de camundongos
ADAM23-/- ndo apresentarem ma formacao tecidual (OWUOR et al., 2009).

Estes dados sugerem que a proteina ADAM23 esta envolvida no desenvolvimento
e/ou manutencdo do sistema nervoso, sendo que a funcdo desempenhada por esta
proteina ndo pode ser compensada por outros membros da familia ADAM expressos no
mesmo tecido. Até o momento seu papel e mecanismo de acdo ainda ndo foram
elucidados, devido a este fato, trabalhos envolvendo ADAM23 e processos de
diferenciacdo e maturacdo neuronal sdo necessarios para um melhor entendimento da

proteina.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

- Avaliar a expressdo de ADAM23 durante a diferenciagdo de linhagens

celulares de origem neuronal

2.2 Objetivos especificos:

- Padronizar o uso do anticorpo monoclonal DL11C8 (anti-ADAM23)

- Avaliar a expressdao de ADAM23 em linhagem de neuroblastoma (SH-
SY5Y; Neuro2A) e feocromocitoma (PC-12) e glioblastomas (T98G)

- Analisar a expressédo de ADAM23 na linhagem de feocromocitoma tratada
com fator de crescimento derivado de encéfalo (BDNF).

- Analisar a expressdao de ADAM23 nas linhagens de neuroblastomas

tratadas com acido retindico e retinal.

- Analisar a expressdo de ADAM23 na linhagem Neuro2a submetida a

estresse oxidativo induzido por peréxido de hidrogénio.
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3. Revisao de literatura

3.1 A familia ADAM

ADAM (A Disintegrin and Metalloprotease) € uma familia de proteinas
transmembranas pertencentes a superfamilia de proteases dependentes de zinco. Esta
familia € caracterizada por possuir os dominios desintegrina e metaloprotease que dao
nome a referida familia, sendo que os primeiros membros a serem isoladas desta familia
foram as ADAMs 1 e 2, também denominadas de fertilinas a e 3 respectivamente. Estas
proteinas foram isoladas a partir da superficie de espermatozoides de porquinho-da-india.
Anteriormente estas proteinas foram descritas como um complexo chamado de PH-30
que apresentava duas subunidades a e B que atuavam juntas no processo fuséo de
espermatozoide e 6vulo (PRIMAKOFF; HYATT; TREDICK-KLINE, 1987; PRIMAKOFF;
MYLES, 2000; WOLFSBERG et al., 1993;).

Essas proteinas perdem seu dominio metaloprotease durante seu processamento,
assim expondo diretamente seu dominio desintegrina na superficie celular. Inicialmente
foi mostrado que este dominio desintegrina interagia com integrinas (a631) presentes na
superficie do évulo, sendo esta interacédo essencial para a fertilizacdo (CHEN; SAMPSON,
1998; CHO, et al.,1998). Membros da familia ADAMs descritas posteriormente foram
propostas como participantes do processo de fusdo de membranas na fertilizacao,
baseado no fato destas proteinas ADAM 1,2, 3, 4, 5 e 6 serem expressas em 0rgaos
reprodutivos masculinos de mamiferos, como testiculos e epididimo (Revisado por
GIEBELER, 2016).

Novas descobertas mostraram que a mediacdo do processo de fertilizacéo feito
por ADAM 1 e 2 era critico, mas ndo dependia de seu potencial adesivo ou fusogénico.
A deficiéncia na expressao de ADAM 1 e 2 revelou uma interacdo indireta no processo
de fertilizag&o, pois a auséncia destas proteinas (in vivo) gera uma migracdo imperfeita
do espermatozoide do utero para o oviducto, porém o processo de adeséo celula-célula
e fuséo foi pouco alterado (YAMAGUCHI et al., 2009).

Por analogia as metaloprotease de veneno de cobra (SVMPs), que também
possuem um dominio metaloprotease e desintegrina, foi sugerido que algumas ADAMs

poderiam atuar na clivagem de componentes da matriz extracelular. Chantry e
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colaboradores em 1989 encontraram em preparacdes de membrana cerebral, moléculas
com atividade proteolitica que degradava proteina basica de mielina (MBP). Nos anos
seguintes, a protease responsavel por essa degradacao foi clonada e nomeada como
MAMD (ADAM 10) (HOWARD et al.,, 1996). Ao mesmo tempo dois grupos de
pesquisadores identificavam a metaloprotease participante do processo de liberacédo do
fator de necrose tumoral alfa (TNFa), nomeada como ADAM 17 ou TACE (TNF a-
converting enzyme) (BLACK et al., 1997; MOSS et al., 1997). ADAM 10 foi também
identificada em Drosofila como requisito para clivagem do ligante Delta da superficie
celular, liberando fragmentos extracelulares capazes de se ligarem ao receptor Notch
atuando na ativacdo desta via de sinaliza¢do durante o desenvolvimento neural (Ql et al.,
1999).

Entre os processos bioldgicos que tem sido descrito envolvendo as ADAMs estdo
inclusos fecundacédo, diferenciacdo celular, migracdo, direcionamento axonal,
desenvolvimento de masculos e em respostas imunes. As ADAMs ainda estédo envolvidas
em alguns processos fisiopatolégicos como doencas inflamatdrias e canceres (EDWARD
et al., 2008; SAFTIG; REISS, 2009).

A expresséo de proteinas desta familia tem sido encontrada em diversas espécies
desde de Caenorhabditis elegans até vertebrata, porém ndo houve indicios dessas
proteinas em eucariotos unicelulares ou plantas. Até o momento 40 membros da familia
ADAM foram identificados no genoma de mamiferos, dos quais 37 sdo expressos em
camundongos e 20 s&o expressos em humanos (TAKEDA et al., 2016).

Os membros da familia ADAM compartilham uma estrutura comum que consiste
em um pré-dominio, um dominio metaloprotease, um dominio desintegrina, um dominio
rico em cisteina (Cysteine-rich), um dominio semelhante ao fator de crescimento
epidermal (EGF-like), uma regido transmembranas e uma cauda citoplasmatica (figura 1).
Embora esta topografia Unica ndo seja encontrada em outras moléculas de adesao
ancoradas a membrana ou a moléculas proteoliticas, as ADAMs se assemelham as
SVMPs pertencentes a familia de proteinas de veneno de cobra soluveis (WOLFSBERG
et al., 1995).
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Figura 1: Estrutura comum dos membros da familia ADAM.

Cauda

Pré-dominio Citoplasmatica

EGF

Desintegrina

Metaloprotease Cisteina

Regido
Transmembrana

Nota: Na porcdo extracelular estdo expostos o pré-dominio, dominio metaloprotease, dominio desintegrina,
regido rica em cisteina, dominio semelhante ao fator de crescimento epidermal, um dominio
transmembranas terminando em uma cauda citoplasmatica. Fonte: o autor

O pr6-dominio das ADAMs tem como sua funcdo primaria manter o dominio
metaloprotease inativo, isto se deve aos residuos de cisteina presentes no pré-dominio
qgue isolam o zinco requisitado pelo sitio catalitico, deste modo mantendo o dominio
metaloprotease em uma conformacéo inativa. Enzimas pro-convertases podem clivar o
pré-dominio do resto da proteina em um motivo conservado, assim liberando o sitio
catalitico para ligacdo com o zinco gerando um dominio cataliticamente ativo. A clivagem
do pré-dominio ocorre durante a passagem da proteina do aparato de Golgi para a
membrana e pode ser bloqueado por inibidores da via secretora (NOVAK, 2004;SEALS;
COURTNEIDGE, 2003).

Uma funcdo secundaria do pro-dominio € promover o dobramento correto da
proteina, em especial do dominio metaloprotease (SEALS; COURTNEIDGE, 2003). Este
fato tem sido descrito por estudos em ADAM17, onde a remog¢ao do pro-dominio resulta
em um dominio metaloprotease inativo (MILLA et al., 1999). Similarmente foi mostrado
que a construcdo da ADAM10 com auséncia do pro-dominio resulta numa proteina
cataliticamente inativa in vitro, contudo a expressao do pro-dominio de ADAM10 como
um polipeptidio independente restaura a atividade proteolitica de ADAM10 que tiveram
seu pré-dominio deletado (ANDERS et al., 2001).
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O dominio metaloprotease possui atividade proteolitica e este dominio tem se
mantido altamente conservado entre os membros da familia (REISS; SAFTIG, 2009). As
construg@es cristalograficas do dominio metaloprotease de alguns membros da familia
Metzincins, incluindo a ADAM17, foram cruciais para o melhor entendimento do
mecanismo de acdo deste dominio e mostraram que apesar da sequéncia de
aminoacidos apresentarem alta variabilidade, suas conformacfes permanecem muito
semelhantes (SEALS; COURTNEIDGE, 2003; TAKEDA et al., 2016).

Este dominio possui um sitio ativo com uma sSequéncia consenso
(HExGHxxGxxHD) que contém moléculas de agua e atomos de zinco que sao
necessarios para a atividade proteolitica, além disso este dominio possui uma Met-turn
(metionina 1,4-B-turn), sendo essas as caracteristicas que ddao o nome ao dominio
metaloprotease (GIEBELER; ZIGRINO, 2016; GOMIS-RUTH, 2003; SEALS;
COURTNEIDGE, 2003).

Entre os membros desta familia, algumas ADAMs possuem diferentes sequéncias
no sitio ativo que ndo permitem a ligagdo do zinco, consequentemente gerando um
dominio sem atividade, sugerindo que o dominio metaloprotease possua um papel
durante o dobramento ou agindo como sitio de ligacédo para outras proteinas (EDWARD
et al., 2008).

Proteases de superficie de membrana possuem um importante papel no
desenvolvimento biolégico, pois a clivagem de ectodominios tem sido descrita presente
em processos de sinalizagéo, diferenciagéo, proliferacdo e em processos patogénicos.
(BLACK; WHITE, 1998; YANG et al., 2006).

O processo de clivagem mediado por ADAMs é tanto constitutivo como induzido
por receptores acoplados a proteina G, proteina cinase C, niveis intracelulares de Ca™,
composicdo da membrana, entre outros estimulos. A modulagdo da atividade deste
dominio também é realizada através de mudancas pdés-traducionais na regido da cauda
citoplasmatica e por interacdo com outras proteinas, além também da remocao do pro-
dominio como dito anteriormente (KLEIN; BISCHOFF, 2011; SAFTIG; REISS, 2009).

As ADAMs melhores caracterizadas em relacao a atividade proteolitica do dominio
metaloprotease tem sido as ADAMs 10 e 17. Isto se deve ao fato destas proteinas

possuirem os maiores numeros de substratos descritos e por estarem presentes em
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diversos processos fisioldgicos necessarios para o desenvolvimento de diversos tecidos
(GIEBELER; ZIGRINO, 2016; SAFTIG; REISS, 2009)

Kuzbanian (ADAM 10) foi identificada como uma proteina necesséaria para o
desenvolvimento neuronal em Drosofila. Esta ADAM participa da clivagem de Delta, um
ligante de Notch. Notch € um receptor de superficie de membrana conhecido por
participar da sinalizacédo de inibicéo lateral, um dos processos responsaveis por regular
a diferenciacgéo celular durante o desenvolvimento. O papel da ADAM10 mostrou nao ser
compensado por outras proteinas, sendo que células com mutagdo no gene Kuz nao
recebem este sinal inibitério desregulando a diferenciacdo destas células (BLACK;
WHITE, 1998; PRIMAKOFF; MYLES, 2000).

ADAM 17 ou TACE foi identificada como uma protease que cliva TNFa. TNFa é
uma citocina pleiotropica sintetizado como uma proteina de 26 kDa ancorada a
membrana que possui um dominio extracelular de 17 kDa que se torna ativo ap0s sua
liberacdo por proteases que € rapidamente induzida em respostas a infeccdes e injarias
teciduais e possui um importante papel na resposta imune adaptativa para essas
condi¢gbes (BLACK; WHITE, 1998; PRIMAKOFF; MYLES, 2000).

Até o momento a ADAM17 é descrita, dentro da familia, como a proteina com
maior variedade de substratos, como citocinas ancoradas a membrana, moléculas de
adesao celular, receptores, ligantes, e enzimas como TNFa, TGFa (transforming growth
factor alpha), L-selectina, angiotensina-convertase tipo 2, entre outros. Estudos em
camundongos nocautes para Adam17 mostraram defeitos durante o desenvolvimento de
cérebro, coracédo, pulméo, pele, 0ossos e sistema imune, resultando na morte do animal
entre o dia 17,5 do periodo embrionario até o primeiro dia apds o nascimento (XU et al.,
2016).

Em alguns membros da familia ADAM ocorre diferentes constru¢cdes para a
sequéncia do sitio de ligacdo no dominio metaloprotease, o que acaba por gerar uma
proteina sem atividade proteolitica. Isto sugere que sua principal atividade seja
direcionada a sinalizacéo célula-célula pela interacdo com outras proteinas através de
seu dominio desintegrina (YANG et al., 2006).

Membros da familia ADAM sado as Unicas proteinas de superficie de membrana

que possuem um dominio desintegrina na sua construcado (WHITE, 2003). Devido a alta
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similaridade deste dominio com as desintegrinas presentes em SVMP este dominio
também pode ser denominado como semelhante a desintegrina (disintegrin-like)
(WORLFSBERG, 1998).

Desintegrinas de SVMP possuem este nome devido a sua interacdo com
receptores integrinas plaquetarias, esta interacdo se da através de uma regidao do
dominio desintegrina, formado por 14 amino acidos que possui um motivo RGD de
ligacdo a integrinas. Esta interacdo entre o dominio desintegrina de SVMP e plaquetas
impede a associacdo da plaqueta com seu ligante, ocasionando um bloqueio da
agregacao plaquetaria, assim desenvolvendo hemorragias (EDWARDS et al.,2008).

Dentro da familia ADAM apenas a ADAM 15 mostrou possuir o motivo RGD em
seu dominio desintegrina e se ligar a integrina av33 dependente deste motivo, enquanto
que outras ADAMs possuem um motivo ECD que possui potencial de ligagdo com outras
integrinas (YANG et al., 2006; ZHANG et al., 1998).

Cal e colaboradores (2000) mostraram que o dominio desintegrina de ADAM 23
interage com a integrina avB3 promovendo a adesdo. No mesmo periodo foi descrito a
interagdo das ADAMs 1,2,3,9,12 e 15 com a9B1 (ETO et al., 2000; ETO et al., 2002). Em
2004 foi demonstrado que as ADAMs 12 e 17 interagiam com as integrinas a581 e a7f31
respectivamente, ambas promovendo adesédo celular (BAX et al., 2004; ZHAO et al.,
2004).

Apesar destes trabalhos demonstrarem uma interagdo in vitro do dominio
desintegrina com as integrinas, este modelo é muito criticado, pois a cristalografia da
proteina indutora de apoptose vascular 1 (VAP1) uma SVMP, demonstrou que a regiao
ECD no dominio desintegrina da proteina em sua forma nativa € coberto pela regido rica
em cisteina, assim indisponibilizando sua interagdo com outras proteinas (TAKEDA et al.,
2006).

O dominio rico em cisteina é caracterizado pela alta porcentagem de residuos de
cisteina dispostos em uma sequéncia distinta. Entende-se que este dominio pode
influenciar no papel desempenhado por outros dominios, promovendo adeséo celular e
regulando a acao proteolitica (EDWARDS et al., 2008; STONE et al., 1999).

Estudos mostraram que células mesenquimais utilizam de sindecams como

receptor inicial para o dominio rico em cisteina de ADAM12 mediando a adeséo celular e
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que esta interacao resulta também na ativacao de integrinas 1, a qual esta envolvida no
espraiamento celular (IBA et al., 2000). Gaultier e colaborador (2002) mostraram a
interacdo do dominio desintegrina e a regido rica em cisteina de ADAM13 com
fibronectina, e que esta interagao resultava numa maior adesao celular.

O dominio citoplasmatico das ADAMs € a regido com maior variabilidade em
tamanho e sequéncia entre os membros da familia, podendo variar entre 11 aminoacidos
em ADAM11 até 231 emADAM19. Este dominio ainda possui grande quantidade de
prolina, serina, &cido glutamico e lisina, e as sequéncias nao se assemelham a nenhuma
outra proteina ja descrita, possuindo potencial de atuar em conjunto com os dominios
EGF-like e transmembrana como transdutor de sinalizacdo celular (SEALS &
COURTNEIDGE, 2003; WOLFSBERG et al., 1996).

Muitas ADAMs possuem um ou mais motivos PxxP, podendo interagir com
proteinas que possuem dominio SH-3 ou residuos de serina, treonina e tirosina, que sao
sitios potenciais para fosforilacdo por diversas cinases. Estes indicios sugerem gue este
dominio pode atuar na regulacdo da funcdo proteolitica da proteina em resposta a
eventos de sinalizagdo intracelular, ou também ele pode estar envolvido na transducao
de sinal (EDWARDS et al., 2008).

Entre as 40 ADAMs descritas, 17 sdo expressas no sistema nervoso. Entre estas
apenas as ADAMs 17 e 10 possuem a atividade catalitica, podendo atuar tanto na
clivagem de proteinas como na interacdo com integrinas, enquanto que as demais ndo
possuem o sitio ativo no dominio metaloprotease sugerindo que estas proteinas atuam
no processo de adesédo e sinalizacdo célula-célula por ligacdo a outras proteinas pelo
dominio desintegrina (YANG et al., 2006).

Muitas ADAMS que possuem seu dominio metaloprotease inativo séo expressas
em testiculos e epididimo, onde atuam no processo de fertilizacdo e na fusdo celular.
Entretanto ha trés ADAMs que ndo possuem atividade proteolitica e sao
predominantemente expressas no sistema nervoso, que é o caso das ADAMs 11, 22 e
23 (KARKKAINEN et al., 2000; NOVAK et al., 2004; YANG et al., 2006)

ADAM 11 é uma proteina paraloga as ADAMs 22 e 23 e descrita apenas em
vertebrados. Estudos utilizando Northern blot e hibridiza¢do in situ mostraram que o gene

adaml1l é expresso durante o desenvolvimento até a fase adulta em camundongos.
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Animais nocaute para adamll mostraram uma reducdo do comportamento de dor
induzido por formalina e ndo apresentam nenhuma ma formacéao relevante nos 6rgaos
em que essa proteina deveria ser expressa. Estes dados sugerem que a ADAM 11 possui
importante papel na transmissdo de dor e em mecanismos de regulagéo inflamatoéria
(TAKAHASHI et al., 2006).

ADAM 22 e ADAM 23 séo proteinas homaologas em seus dominios extracelulares,
e 0S animais nocautes para um destes genes apresentam ataxia e tremores, causando
letalidade logo ap6s o nascimento (MITCHELL et al., 2001). No caso do animal nocaute
para adam22 ocorre também uma hipomielinizacdo dos nervos periféricos, ja animais
com deficiéncia de ADAM23 n&o apresentam ma formacéo tecidual (OWUOR et al., 2009;
SAGANE et al., 2004).

3.2 ADAM23

ADAM23 também denominada de MDC3 é um membro da familia ADAM expressa
predominantemente no encéfalo, sendo descrita pela primeira vez e clonada junto com
ADAM22 por Sagane e colaboradores (1998). Neste trabalho foi observado a alta
similaridade entre essas proteinas com a ja descrita ADAM11 (MDC), entretanto estas
novas ADAMs nao possuiam o sitio ativo no dominio metaloprotease que é essencial
para a atividade proteolitica. O mesmo grupo de pesquisadores mapeou o gene adam23
humano que esta localizado no cromossomo 2g33-34 enquanto que as ADAMs 11 e 22
provem de outros cromossomos (SAGANE et al., 1999).

Cal e colaboradores (2000) descreveram o potencial adesivo da ADAM23
mostrando que células de neuroblastoma humano (NB-100, SHSY-5Y) plaqueadas em
uma superficie com o dominio desintegrina de ADAM23 imobilizado apresenta similar
indice de adesédo quando comparado ao mesmo tipo de célula plaqueada em fibronectina.

A interagdo especifica da ADAM23 com integrina avB3 pode ser observada
guando uma linhagem celular que expressava exclusivamente avp3 apresentou maior
adesdo quando comparada a células que expressavam outras formas de integrinas,
sendo que esta adesdo pdde ser inibida com o uso de anticorpos anti-avB3 (CAL et al.,

2000). Trabalhos posteriores mostraram que ADAM23 possui a capacidade de modular
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negativamente a integrina avB3, pois células que tiveram a expressdo de ADAM23
reduzida apresentaram maior indice de ativagao de av3, com isso um maior potencial
adesivo e migratério, sendo possivel bloquear este aumento de potencial usando
anticorpos para avp3 (VERBISCK et al., 2009).

Foi demonstrado que células dendriticas de camundongo silenciadas para
adam23 apresentam uma diminuicdo no potencial proliferativo e uma diminuicdo na
producao e ativacéo de citocinas, bem como na ativacdo destas citocinas. Esse mesmo
fendtipo pode ser induzido blogueando a integrina av33 com anticorpos, sugerindo que a
interacdo entre essas moléculas possui um importante papel na modulacdo da
sinalizacéo intracelular (ELIZONDO et al., 2016)

Sun e colaboradores (2004) descreveram duas isoformas de ADAM23 além da ja
denominada ADAM23a (SAGANE et al., 1998), as isoformas B e y. A ADAM23[3 possui
alta similaridade a ADAM23a, diferenciando-se em alguns aminoacidos no dominio
transmembrana. ADAM23y se difere de suas outras isoformas em dois aspectos,
estruturalmente devido a auséncia do dominio transmembrana, indicando que esta possa
ser uma isoforma secretada da proteina e em relacdo a sua expressdo temporal, esta
isoforma é expressa apenas no periodo embrionario e neonatal decaindo drasticamente
apos o nascimento. Assim, foi sugerido que as isoformas ADAM23a e B atuem na
manuten¢cdo do sistema nervoso, enquanto que a isoforma ADAM23y atua durante a
formacdo da rede neuronal que é um nos eventos mais importantes do desenvolvimento
do SNC (SUN et al., 2004).

ADAM23 é uma proteina expressa predominantemente no sistema nervoso e
possui altos niveis de expressao em regides especificas, no hipocampo sendo expressa
nas areas CA1l e CA3, assim como nos giros denteados pelos neurénios piramidais. No
cerebelo ha uma maior expressdo nas células de Purkinje e nas células granulares
cerebelares além de estar presente em todo o cortex cerebral (GOLDSMITH et al., 2004).
O mesmo grupo verificou que células granulares cerebelares em cultura, sintetizam duas
formas de ADAM23, uma com massa aproximadamente de 100kDa representando a
proteina em sua forma imatura e outra com 70kDa correspondente a forma matura da
ADAM23, havendo a auséncia do pr6-dominio (GOLDSMITH et al., 2004; SEALS;
COURTNEIDGE, 2003).
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Costa e colaboradores (2005) verificaram que 0 gene adam23 possui um maior
nivel de metilacdo em células cancerigenas quando comparado com células cerebrais
normais, e esta metilagao resultava no silenciamento desde gene.

ADAM23 é descrita como uma molécula potencialmente adesiva e mediadora de
interacOes célula-célula e, o silenciamento desde gene causado pela metilacdo pode
resultar numa interacdo anormal entre as células favorecendo a migracao celular e a
progressdo de tumores. Trabalhos posteriores mostram que adam23 € um gene
frequentemente silenciado em tumores gastricos, intestinais, pulmonares, mamarios,
epiteliais e cerebrais, entretanto possui uma maior expressao em células endoteliais
derivadas de tumores comparadas a células endoteliais normais (CALMON et al., 2007;
CHOI et al., 2009; COSTA et al., 2004; COSTA et al., 2005; FRIDRICHOVA et al., 2015;
GHILARD et al., 2008; OTA et al., 2016; TAKADA et al., 2005).

ADAM23 foi demonstrada importante para a diferenciacdo neuronal em células de
carcinoma de camundongo (P19). Esta linhagem possui a capacidade de transformar em
células neuronais quando tratadas com &cido retindico. Durante este processo houve
alteracdes dos niveis de transcricdo de adam23 semelhante as alteracbes observadas
durante o desenvolvimento embrionario de encéfalo em camundongo. Além disso, 0
silenciamento de ADAM23 nesta linhagem foi o suficiente para induzir as células a
diferenciacédo na auséncia de acido retindico (SUN et al., 2007).

Sagane e colaboradores (2008) descreveram dois parceiros moleculares para
ADAM23, LGI1 (Leucine-rich glioma inactivated 1) e LGI4. Entretanto esta interagdo néo
€ exclusiva, ja que tanto LGI1 e LGI4 interagem com ADAM11 e 22.

LGI1 é uma proteina secretada no SNC, mutacdes neste gene estao ligadas a
epilepsia parcial autossdmica dominante com caracteristicas auditivas. LGI1 possui maior
afinidade a ADAM23 quando comparado as ADAMs 11 e 22. LGI1 também mostrou
induzir o crescimento de neuritos através da ADAM23, sendo que células nocautes para
adam23 possuem esse crescimento significantemente reduzido. Também foi observado
que 0s animais nocautes para adam23 apesar de ndo apresentarem ma formacéao
tecidual, possui uma reducdo na arborizacédo dendritica (OWUOR et al., 2009).

Interacao entre LGI1 e ADAM22 atua na regulacéo de receptores de alfa-amino-

3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico (AMPA) que sdo mediadores da transmisséo
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sinaptica atraveés da PSD-95 (postsynaptic density protein 95), devido ao fato do nocaute
de ADAM22 e 23 em camundongo gerar similar fenoétipo letal, especula-se que LGI1,
ADAM22 e ADAM23 participem de um complexo proteico da hano coluna trans-sinaptica
(FUKATA; FUKATA, 2017).

ADAM23 foi descrita participando da via de diferenciacdo em preadipocitos (3T3-
L1), servindo como receptor para a proteina LGI3. Silenciamento de ADAM23 ou LGI3
resulta no aumento do processo de adipogénese nestas células. Além do fato de
tratamento com LGI3 atenuar a diferenciacdo em adipdécitos e este efeito ser reverso em
células silenciadas para Adam?23, indicando que esta interacdo regula esta via de
diferenciacéo (KIM et al., 2012).

Costa e colaboradores (2009) mostraram a interacao in vitro entre ADAM23 e
Proteina Prion Celular (PrP¢), que é uma proteina expressa no cérebro que esta envolvida
com doencas neurodegenerativas.

Até o momento pouco se sabe sobre o papel de ADAM23 no desenvolvimento do
sistema nervoso. Sendo assim, a avaliacdo da expressao de ADAM23 em células de
origem nervosa bem como a possibilidade desta proteina estar envolvida em processo
de diferenciacdo pode contribuir no entendimento do seu papel biolégico no contexto de

sistema nervoso.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Linhagens celulares

As linhagens de neuroblastoma humano SH-SY5Y (ATCC — CRL2266) e murino
Neuro2a (ATCC — CCL131), feocromocitoma adrenal de rato PC-12 (ATCC — CRL-1721)
e glioblastomas humano T98G (ATCC — CRL-1690), obtidas a partir da American Type
Culture Collection (ATCC) e a linhagem HEK 293T transfectada com pcDNAS3.1-
ADAM23-HA descrita por Costa e colaboradores (2009) foram utilizadas em colaboracao
com o Professor Dr. Silvio Marques Zanata, Laboratorio de Neurobiologia da
Universidade Federal do Parana. As linhagens foram cultivadas em meio DMEM — High
Glucose (Gibco) contendo penicilina (100 U.I./ml) e estreptomicina (100ug/ml) (Gibco)
suplementado com soro fetal bovino (Gibco) em concentracdo de 10% para Neuro2a,
PC-12 e T89G e em 15% para SHSY-5Y. As células foram manipuladas no laboratério
de Biologia Celular e Protozoologia e mantidas em incubadora imida com 5% de CO:z a
37°C no laboratério de Cultivo Celular e Histopatologia do programa de Pds-Graduacéao
em Odontologia, ambos na UEPG.

4.2 Anticorpos

O anticorpo monoclonal anti-ADAM23 (DL11C8), recém descrito (BORGONOVO
et al., 2018), foi desenvolvido no Laboratério de Neurobiologia da Universidade Federal
do Parana (UFPR) e cedidos pelo Prof. Dr. Silvio Marques. A fonte do anticorpo anti-
ADAM23 foi o sobrenadante de cultivo do hibridoma produtor do monoclonal
(denominado DL11C8) sem qualquer purificacdo. Foram ainda utilizados, policlonal anti-
actina produzido em coelho A2066 (Sigma) na diluicdo de 1:3000, monoclonal anti-SYP
produzido em camundongo sc-17750 (Santa Cruz Biotechnology) na diluicdo de 1:8000,
monoclonal anti-p-erk1/2 produzido em camundongo M8159 (Sigma) na diluicdo de
1:5000, monoclonal anti-erk1/2 produzido em camundongo M3807 (Sigma) na
concentracdo de 5ug/ml, anticorpo policlonal produzido em camundongo anti-PrPc

(cedido pelo professor Silvio Marques Zanata-UFPR) na diluicdo de 1:2000. Como
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anticorpos secundarios foram utilizados anti-IlgG de camundongo A4416 (Sigma) na
diluicdo de 1:4000, anti-IgG de coelho (Sigma) na diluicdo de 1:3000, ambos acoplados

a horseradish peroxidase (HRP).

4.3 Andlise da expressdo de ADAM23 em linhagens celulares através de Western
blot

Extratos de diferentes linhagens celulares (SYSH-5Y, Neuro2A, PC-12, T98G)
foram processados como descrito por Costa e colaboradores (2009). As células foram
lisadas em tampao de lise (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0,2% de deoxicolato
de sédio, pH 7,4) acrescido de inibidores de proteases (1mM PMSF, 1mM fenantrolina,
1mM NEM e 1mM EDTA) e inibidores de fosfatase (1 mM NasVO4 e 1mM NaF), deixadas
em banho de gelo por 40 minutos e submetidas a ciclos de passagem por seringa de
insulina (BD Ultra-Fine® II, agulha 0,25mm de calibre). Apds a incubacdo em gelo, os
lisados foram centrifugados a 13000 rpm durante 15 minutos a 4° C. Os sobrenadantes
correspondentes aos extratos proteicos foram coletados e dosados pelo método de
Bradford (1976). Os complexos proteicos (80ug) foram separados por eletroforese em
gel desnaturante de 10% de poliacrilamida (SDS-PAGE), com aplicacdo de campo
elétrico vertical segundo Sambrook & Russel (2001) usando o equipamento MiniVE (GE
Healthcare Life Sciences do Brasil). Apds a separacéo eletroforética, as proteinas foram
eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose Hybond-C Extra Amersham
Biosciences (GE Healthcare) durante 70 minutos sob voltagem de 25 V em tampao de
transferéncia gelado (192 mM glicina, 25 mM Tris, 20% metanol). As membranas foram
coradas com Ponceau (0,1% de Ponceau em acido acético) para analise da eficiéncia da
transferéncia e entéo, bloqueadas durante 1 a 2 horas com TBS-T (150 mM NaCl; 50 mM
de Tris-HCI pH 7,4 e 0,05% de Tween 20) contendo 5% de leite desnatado (Molico,
Nestlé). As membranas foram incubadas com o anticorpo primario apropriado (anticorpo
monoclonal anti-ADAM23) diluido em tampéo de bloqueio, por 16 horas a 4°C sob
agitacdo. Apos a incubacédo, as membranas foram lavadas cinco vezes de trés minutos
com TBS-T e em seguida foi adicionado o anticorpo secundario adequado (anti-lgG de

camundongo ou anti-lgG de coelho), conjugado a HRP (horseradish peroxidase). As
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membranas foram incubadas com o anticorpo secundario durante 1 hora a temperatura
ambiente. Um novo ciclo de lavagem foi realizado. Entéo, foi adicionado o substrato
adequado a membrana para a reacdo quimioluminescénte empregando-se o kit ECL
Prime Western blotting detection (GE Healthcare), a revelacao foi realizada usando filme

radiogréafico apropriado (Hyperfilm, GE Healthcare) ou Medical X-ray Green (Carestream)

4.4 Analise da expressdo de ADAM23 em linhagem de feocromocitoma (PC-12)
tratada com fator neurotréfico derivado de encéfalo (BDNF)

A linhagem de feocromocitoma de rato (PC-12) foi cultivada em meio DMEM-High
Glucose contendo penicilina (100 U.I./ml) e estreptomicina (100ug/ml), suplementado
com 10% de SFB (Gibco). Foram plaqueadas 2 x 108 células/ placa (100 mm de diametro,
Kasvi), totalizando 10 placas. Apos 24 h do plagueamento, as placas foram separadas
em cinco grupos experimentais (2 placas por grupo): células mantidas em condicéo
normal de cultivo com 10% SFB; grupo controle 1% de SFB mantido por trés ou seis dias;
grupo 1% SFB acrescido de 50 ng/ml BDNF mantido por trés ou seis dias. O grupo
controle 10% SFB foi retirado da cultura no mesmo dia que iniciou a retirada de SFB e a
adicao de fator neurotrofico derivado de cérebro (BDNF) (Sigma). Nos grupos controles
e tratados de seis dias 0 meio foi trocado no 3° dia e acrescido novamente com 50 ng/ml
de BDNF, concentracéo sugerida por Ryu e colaboradores (2015). Apés o tratamento as
células foram retiradas da cultura, processadas e submetidas a técnica de Western blot
como descrito no item 4.3. Foram usados 0s seguintes anticorpos: anti-ADAM23, para
verificar a expressado desta proteina durante o tratamento e anticorpo policlonal anti-
actina (Sigma) como normalizador, para avaliar se a quantidade de proteinas (80 ug)
usado em cada amostra foi a mesma. Anti-SYP e anti-PrP¢ foram usados como

marcadores de diferenciagcédo neuronal.
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4.5 Andlise da expressdao de ADAM23 em linhagem de feocromocitoma (PC-12)

tratada com fator de crescimento de nervo (NGF)

A linhagem de feocromocitoma de rato (PC-12) foi cultivada em meio DMEM-High
Glucose contendo penicilina (100 U.I./ml) e estreptomicina (100ug/ml), suplementado
com 10% de SFB (Gibco). Foram plagueadas 2 x 108 células/ placa (100 mm de diametro,
Kasvi), totalizando 10 placas. Apds 24 h do plagueamento, as placas foram separadas
em cinco grupos experimentais (2 placas por grupo): células mantidas em condi¢do
normal de cultivo com 10% SFB; grupo controle 1% de SFB mantido por trés ou seis dias;
grupo 1% SFB acrescido de 50 ng/ml NGF mantido por trés ou seis dias. O grupo controle
10% SFB foi retirado da cultura no mesmo dia que iniciou a retirada de SFB e a adicao
de fator de crescimento de nervo (NGF) (Sigma). Nos grupos controles e tratados de seis
dias o meio foi trocado no 3° dia e acrescido novamente com 50 ng/ml de NGF,
concentracdo sugerida por Ryu e colaboradores (2015). Apés o tratamento as células
foram retiradas da cultura, processadas e submetidas a técnica de Western blot como
descrito no item 4.3. Foram utilizados os seguintes anticorpos: anti-ADAM23, para
verificar a expressédo desta proteina durante o tratamento e anticorpo policlonal anti-
actina (Sigma) como normalizador, para avaliar se a quantidade de proteinas (80 pg)
usado em cada amostra foi a mesma. O Anti-SYP foi usado como marcador de

diferenciacdo neuronal.

4.6 Analise da expressédo de ADAM23 em linhagens de neuroblastoma tratadas com

acido retindico

As linhagens de neuroblastoma (SH-SY5Y e Neuro-2a) foram cultivadas em meio
DMEM-High Glucose contendo penicilina (100 U.l./ml) e estreptomicina (100 pg/ml),
suplementado com 10% de SFB (Gibco) para Neuro2a e 15% para SH-SY5Y. Foram
plagueadas 2 x 10° células/ placa (100 mm de diametro, Kasvi), totalizando 10 placas.
ApoOs 24 h do plagueamento, as placas foram separadas em cinco grupos experimentais
(2 placas por grupo): células mantidas em condi¢cdo normal de cultivo com 10% SFB ou

15% SFB dependendo da linhagem; grupo controle mantido em 1% de SFB e
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dimetilsulféxido (DMSO) por quatro ou sete dias; grupo 1% SFB acrescido de 10 uM all-
trans &cido retinodico (atAR) (Laboratori Mag — S.P.A.) mantido por quatro ou sete dias
conforme sugerido por Cheung e Colaboradores (2009). O grupo 10% SFB foi retirado
da cultura no mesmo dia que iniciou a retirada de SFB e a adicao de atAR. Houve troca
de meio a cada 48 horas em todos os grupos. As células foram retiradas do tratamento
apos 4 ou 7 dias, processadas e submetidas a técnica de western blot como descrito no
item 4.3. Para as reacoes foi utilizado anti-ADAM23, para verificar a expressao desta
proteina durante a diferenciacdo neuronal e anti-actina como normalizador, para
confirmar a quantidade total de proteinas (80ug) usada em cada amostra. Os resultados
foram escaneados e quantificados usando o software Imaged 1.51s (ImageJ 1.51s,
National Institutes of Health, USA). Para determinar significAncia estatistica foi usado o
software GraphPad Prism v7.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Andlise de
variancia de uma via (ANOVA One-Way) foi usado para determinar significancia entre os
grupos em 3 ou mais experimentos independentes. P<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

4.7 Andlise da expressdo de ADAM23 em Neuro2a tratada com retinal

4.7.1 Analise da citotoxicidade de Retinal por 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)
-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT)

A linhagem de neuroblastoma murino (Neuro2a) foi cultivada como descrito
anteriormente. As células foram semeadas em densidade de 10* células em cada pogo
de uma microplaca de 96 pocos (NEST)e incubadas por 24h a 37°C, 5% CO2. Entao, o
meio foi retirado e adicionado meio DMEM (1%SFB) contendo all-trans retinal (Sigma)
nas concentragcdes de 1uM, 2 uM, 4 uM, 8 uM e 10 uM, o qual foi mantido por 48h. Apds
a incubacao o meio contendo retinal foi retirado e adicionado 50 pL de solucdo de MTT
(Sigma Aldrich) em concentracdo de 0,5 mg/ml diluido em PBS e incubado por 3 horas.
Apos a incubacéo, foi adicionado 100 pl de DMSO (Synth) para solubilizar os cristais de
formazan. A leitura foi feita em leitora de microplacas BioTek (laboratério de

Histopatologia e Cultivo Celular — Po6s-graduagdo em Odontologia da UEPG) em
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comprimento de onda de 570nm, descontando o valor do branco manualmente. Para
determinar significancia estatistica foi usado o software GraphPad Prism v7.0 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). Andlise de variancia de uma via (ANOVA One-Way) foi
usado para determinar significancia entre os grupos em 3 ou mais experimentos

independentes. P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

4.7.2 Anélise da expressdo de ADAM23 em Neuro2a tratada com retinal

A linhagem Neuro2a foi cultivada como descrito anteriormente. O tratamento com
2 UM de retinal (Sigma Aldrich) foi feito como descrito no item 4.5. As células foram
retiradas do tratamento apos 4 ou 7 dias, posteriormente processadas e submetidas a
técnica de western blot como descrito anteriormente. Foi usado anti-ADAM23, para
verificar a expressao desta proteina durante a diferenciacdo neuronal, anti-actina como
normalizador. Para determinar se o tratamento com retinal alterou a via de sinalizacao
ERK foi usado o anticorpo anti-p-erk-1/2 para visualizacdo da proteina Erk fosforilada e
anti-Erk-1/2 para verificar Erk total presente nas amostras.

4.8 Ensaios de estresse oxidativo com peréxido de hidrogénio (H202) em NeuroZ2a

4.8.1 Ensaio de citotoxicidade usando diferentes concentra¢cdes de H20:2

A linhagem de neuroblastoma (Neuro2a) foi cultivada de acordo como descrito
anteriormente. As células foram entdo semeadas em densidade de 1 x 10 células em
cada poco de uma microplaca de 96 pocos (NEST) e incubadas por 24h a 37C, 5% CO:..
Entéo, o meio foi retirado e adicionado meio DMEM (1%SFB) contendo H202 (Merk) nas
seguintes concentra¢des 50 puM, 100 uM, 200 pM, 300 pM, 400 pM, 500 uM, 750 uM e
1mM. A placa foi incubada por 48 horas e apds a incubag¢do o meio contendo H20:2 foi
retirado e adicionado 50 pL de solugdo de MTT em concentragéo de 0,5 mg/ml diluido
em PBS e incubado por 3 horas. Apos a incubacao, foi adicionado 100 pl de DMSO para
solubilizar os cristais de formazan. A leitura foi feita em leitora de microplacas BioTek em

comprimento de onda de 570nm, descontando o valor do branco manualmente. Para
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determinar significancia estatistica foi usado o software GraphPad Prism v7.0 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). Andlise de variancia de uma via (ANOVA One-Way) foi
usado para determinar significancia entre os grupos em 3 ou mais experimentos

independentes. P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

4.8.2 Ensaio tempo-dependente

Com a intencdo de promover estresse oxidativo, as células foram mantidas em
meio DMEM (1%SFB) contendo H202 a 50 uM por até 72 horas. As células foram
retiradas do tratamento a cada 24 horas, posteriormente foram processadas e
submetidas a técnica de Western blot como descrito no item 4.3. Foi usado o anticorpo
anti-ADAM23, e anti-actina como normalizador. As bandas foram quantificadas e

analisadas como descrito anteriormente

4.8.3 Ensaio concentracédo dependente

As células foram mantidas em meio DMEM (1%SFB) contendo H202 nas
concentracfes de 100, 200, 300, 400 uM por 48 horas. As células foram retiradas do
tratamento apés 48 horas, posteriormente foram processadas e submetidas a técnica de
Western blot como descrito no item 4.3. Foi usado o anticorpo anti-ADAM23, e anti-actina
como normalizador. As bandas foram quantificadas e analisadas como descrito

anteriormente
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5. Resultados

5.1 Teste do anticorpo monoclonal anti-ADAM23

O anticorpo monoclonal DL11C8 (anti-ADAM23) cedido pelo Prof. Dr. Silvio Zanata
foi testado por western blot. Para este fim, foram utilizadas como amostras extrato
proteico da linhagem HEK 293T que superexpressa ADAM23 e extrato de encéfalo de
camundongo (figura 2). Na linha 1 observa-se uma banda com massa de 100 kDa
correspondendo a forma imatura de ADAM23 com presenca do pro-dominio (designada
como ADAM2310%kPa) e ng linha 2 é possivel observar a presenca de 2 bandas, uma com
massa de 100 kDa que corresponde a ADAM?23100kPa e yma com massa de
aproximadamente 70 kDa que corresponde a forma madura de ADAM23 com auséncia
do pré-dominio (designada como ADAM2370kPa) Assim, verificou-se que o anticorpo
reconheceu de maneira especifica a proteina ADAM23 em sua forma madura
(ADAM2370kPa) e jmatura (ADAM?2310%kDa) podendo assim ser utilizado nos ensaios de

andlise de expressao de ADAM23.

Figura 2. Ensaio de Western blot para testar o anticorpo monoclonal anti-ADAM23.
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Nota: Linha 1 corresponde a 70 pg de extrato de HEK 293T que superexpressam ADAMZ23; Linha 2
corresponde a 50 ug de encéfalo de camundongo. Banda de aproximadamente 70 kDa corresponde a
ADAM23 em sua forma madura, enquanto que a banda que corresponde a massa de 100 kDa representa
ADAM23 em sua forma imatura.
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5.2 Expressao de ADAM23 nas linhagens celulares

Para avaliar o perfil de expressao de ADAM23 nas linhagens celulares Neuro2a
(neuroblastoma murino), SH-SY5Y (neuroblastoma humano), T98G (glioblastoma
humano) e PC-12 (feocromocitoma adrenal de rato) foram preparados extratos celulares
e estes submetidos a técnica de western blot usando o anticorpo monoclonal anti-
ADAM?23.

De acordo com a figura 3, a linhagem Neuro2a (linha 1) apresentou alta expressao
de ADAM23100kba (forma imatura), assim como ADAM237%kPa (forma madura). Nas
linhagens SH-SY5Y (linha 2) e T98G (linha 3) nédo foi possivel observar a expresséo de
ADAM23100kba oy ADAM237%P2 quando o filme radiografico foi exporto a reagdo por até
5 minutos (figura 3A). Entretanto, quando o filme Hyperfilm foi exposto a reacdo por mais
tempo (20 minutos) foi possivel verificar a presenca de ADAM2310%kPa @ ADAM237%kPa nas
duas linhagens (figura 3B). Na linhagem PC-12 (linha 4) foi possivel observar a presenca
de ADAM23100kba @ ADAM237%kPa em ambos os tempos de exposicdes. Sendo assim, foi
possivel observar a expressdo de ADAM23 em ambas as formas em todas as linhagens

em diferentes quantidades.



Figura 3. Analise da expresséo de ADAM23 por Western blot em linhagens celulares.
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Nota: As linhagens celulares Neuro2a (linha 1), SH-SY5Y (linha 2), T98G (linha 3) e PC-12 (linha 4) foram
submetidas a técnica de western blot usando o anticorpo anti-ADAM23. Para controle positivo da reagéo
foi usado extrato de encéfalo de camundongo. O anticorpo anti-actina foi usado como um normalizador
para indicar que a mesma quantidade de proteina (80 ug) foi adicionada em todos os pocos. (B) Mesma

membrana em maior exposi¢do (20 min) utilizando Hyperfilm.
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5.4 Expressao de ADAM23 em PC-12 induzida a diferenciacdo por BDNF

A linhagem de feocromocitoma de rato (PC-12) foi tratada com 50 ng/ml de BDNF
em 1% de soro fetal bovino por 3 ou 6 dias. ApGs o tempo do tratamento as células foram
processadas e submetidas a técnica de western blot.

Os experimentos de diferenciacdo com a linhagem PC-12 tratada com BDNF estéao
representados pela figura 4. Como €& possivel observar, ndo houve alteracdo da
expressdo de ADAM23100kba gy ADAM237%kPa nps grupos tratados com BDNF (linha 3 e
4) em relacéo a seus respectivos controles em 1% de soro fetal bovino (SFB) (linha 2 e
5) ou com as células mantidas em condi¢des normais de cultivo (10% SFB) (linha 1).

Para atestar que as células tratadas com BDNF estavam em processo de
diferenciacéo foi analisada a expressao de dois marcadores para neurbnios maduros, a
proteina sinaptofisina que é uma glicoproteina de vesiculas sinapticas presentes em
neurdnios maduros e a proteina prion celular (PrP¢) descrita tendo expressdo aumentada
na linhagem PC-12 diferenciada por neurotrofina. Para ambos os marcadores 0s grupos
tratados com BDNF (linha 3 e 4) ndo apresentaram diferenca em relacdo a seus
respetivos controles em 1% de SFB (linha 2 e 5). Entretanto, houve aumento destes
marcadores em todos 0s grupos que tiveram o SFB reduzido a 1% (linhas 2 a 5) quando
comparados com as células mantidas em condi¢cdes normais de cultivo a 10% SFB (linha
1). Este aumento nas proteinas marcadoras para neurbnio mostrou ser dependente do
tempo em que as células eram mantidas em 1% de SFB, visto que houve um aumento
da expressdo destes marcadores quando comparado 3 e 6 dias com reducdo de SFB

(gréfico 1).
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Figura 4. Ensaio de diferenciacdo em PC-12 tratadas com BDNF.
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Nota: (A) A linhagem PC-12 foi tratada por 3 ou 6 dias com BDNF em 1% de SFB. Linha 1 corresponde as
células mantidas em condicéo normal de cultivo (10% SFB). Linhas 2 e 5 correspondem aos controles do
tratamento mantidos em 1% de SFB por 3 e 6 dias respectivamente. Linhas 3 e 4 correspondem as células
tratadas com BDNF por 3 e 6 dias respectivamente. Para as reacfes foram usados como primarios: anti-
ADAM?23, anti-actina, anti-SYP e anti-PrP¢. (B) Mesma membrana em maior exposi¢do (20 min) utilizando

Hyperfilm. Western blot representativo de 2 ensaios independentes.
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Graficol. Expressédo do marcador neuronal sinaptofisina em PC-12
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Nota: Representagéo grafica da expresséo de sinaptofisina em PC-12 durante reducao de soro fetal bovino.
(*p<0,05 em relacdo ao grupo 10% SFB; n=2)

5.5 Expressdo de ADAM23 em PC-12 induzida a diferenciacéo por NGF

Com o intuito de verificar se apenas a reducdo dos niveis de soro feral bovino é
suficiente para induzir o aumento da expressdo do marcador sinaptofisina em PC-12,
estas células foram tratadas com 50 ng/ml de NGF em 1% SFB por 3 ou 6 dias, sendo
este o modelo classico de diferenciacdo neuronal para esta linhagem. Apds o tempo do
tratamento as células foram processadas e submetidas a técnica de western blot.

Os experimentos de diferenciacdo com a linhagem PC-12 tratada com NGF estao
representados pela figura 5. Nao foi possivel detectar alteracbes na expressao de
ADAM23100kba gy ADAM237%kPa nos grupos tratados com NGF (linha 3 e 4) em relacdo a
seus respectivos controles em 1% de soro fetal bovino (SFB) (linha 2 e 5) ou com as
células mantidas em condi¢des normais de cultivo (10% SFB) (linha 1).
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Assim como no ensaio utilizando BDNF, néo foi possivel detectar diferenca na
expressao de sinaptofisina entre os grupos tratados com NGF (linha 3 e 4) em relacéo a
seus respetivos controles em 1% de SFB (linha 2 e 5). Entretanto, houve aumento destes
marcadores em todos os grupos que tiveram o SFB reduzido a 1% (linhas 2 a 5) quando
comparados com as células mantidas em condi¢cées normais de cultivo a 10% SFB (linha
1) e novamente este aumento mostrou ser dependente do tempo em que as células eram

mantidas sob reducéao de SFB.

Figura 5. Ensaio de diferenciacdo em PC-12 tratadas com NGF.
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Nota: A linhagem PC-12 foi tratada por 3 ou 6 dias com NGF em 1% de SFB. Linha 1 corresponde as
células mantidas em condi¢cdo normal de cultivo (10% SFB). Linhas 2 e 5 correspondem aos controles do
tratamento mantidos em 1% de SFB por 3 e 6 dias respectivamente. Linhas 3 e 4 correspondem as células
tratadas com NGF por 3 e 6 dias respectivamente. Para as rea¢8es foram usados como primarios: anti-
ADAM23, anti-actina, anti-SYP.
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5.6 Expressdo de ADAM23 em neuroblastoma tratadas com all-trans acido retindico

As linhagens SH-SY5Y e Neuro2a foram tratadas com all-trans &cido retingico por
4 ou 7 dias. As células foram processadas e submetidas a técnica de western blot. De
acordo com a figura 6, néo foi possivel observar alteracdes no perfil de expressao de
ADAM23100kba gy ADAM237%Pa ng linhagem SH-SY5Y entre os grupos tratados (linha 3
e 4) em relacdo aos controles em 1% de SFB (linha 2 e 5) e as células mantidas em
condi¢bes normais (linha 1). Como as reagdes de western blot usando como amostra a
linhagem SH-SY5Y e o anticorpo anti-ADAM23 frequentemente apresentavam reacfes
de fundo, as quais dificultavam a sua quantificacdo das bandas correspondente, optou-
se por realizar os ensaios de diferenciacdo com a acido retindico e retinal apenas com a

linhagem NeuroZ2a.

Figura 6. Perfil de expressao de ADAM23 em SH-SY5Y tratadas com acido retinéico.
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Nota: Células SHSY-5Y foram tratadas com atAR por 4 ou 7 dias. Linha 1 corresponde as células mantidas
em condi¢cdes normais de cultivo (15% SFB). Linhas 2 e 5 correspondem aos controles do tratamento
mantidos em 1% de SFB por 4 e 7 dias respectivamente. Linhas 3 e 4 correspondem as células tratadas
com atAR por 4 e 7 dias respectivamente. A reacdo foi feita com anti-ADAM23 e anti-actina. Cabeca de
seta indica banda correspondente a ADAM23100%kPa  seta indica banda correspondente a ADAM2370kDa,
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Como mostrado na figura 7 e grafico 2, nos ensaios utilizando a linhagem Neuro2a
ndo houve diferenca na expressdo de ADAM23100kba @ ADAM237%kDa entre 0s grupos
tratados com all-trans &cido retindico (linha 3 e 4) e seus respectivos controles em 1%
SFB (linha 2 e 5). Entretanto, os grupos que tiveram reducéo de SFB (linha 2, 3, 4 e 5)
apresentaram aumento da expressao da proteina ADAM23100kba em relacdo as células
mantidas em condicdo normal de cultivo (linha 1, grafico 2 A), enquanto que a expressao
de ADAM237%kDa ge manteve inalterada em todos os grupos (grafico 2 B). Sendo assim

apenas a reducéo de SFB foi o suficiente para aumentar a expressdo de ADAM23100kDa,

Figura 7. Perfil de expressédo de ADAM23 em Neuro2a tratadas com acido retindico.
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Nota: As células foram tratadas com atAR por 4 ou 7 dias. Linha 1 corresponde as células mantidas em
condi¢des normais de cultivo (10% SFB). Linhas 2 e 5 correspondem aos controles do tratamento mantidos
em 1% de SFB por 4 e 7 dias respectivamente. Linhas 3 e 4 correspondem as células tratadas com atAR
por 4 e 7 dias respectivamente. A reacdo foi feita com anti-ADAM23 e anti-actina. Western blot
representativo de 3 ensaios independentes.
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Grafico 2. Expressédo de ADAM23 em Neuro2a tratada com all-trans acido retindico.
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Nota: (A) Representacdo grafica da expressdo de ADAM23100kDa em Neuro2a durante ensaio de
diferenciacdo utilizando atAR. (B) Representacdo grafica da expressdo de ADAM237%DPa em Neuro2a
durante ensaio de diferenciacéo utilizando atAR. (*p<0,05 em relacdo ao grupo 10% SFB; n=3)

Para dar continuidade aos experimentos houve a necessidade da compra de um
reagente novo (all-trans acido retindico), mas como a agéncia nacional de vigilancia

sanitaria ndo permite a importacao deste reagente, optou-se pelo reagente retinal.

5.7 Expressédo de ADAM23 em Neuro2a tratadas com all-trans retinal

Em teste preliminar o atRL mostrou propriedades citotdéxicas quando usado na
mesma concentracdo que atAR (dados ndo mostrados). Sendo assim, foi necessario
avaliar a viabilidade das células expostas ao retinal para encontrar uma concentracao
ideal para os ensaios de diferenciagdo. Foram realizados ensaios de citotoxicidade
usando a técnica de MTT com diferentes concentracdes de all-trans retinal e calculado a
viabilidade da linhagem Neuro2a (gréafico 3). Este ensaio mostrou que concentracdes
iguais ou superiores a 4 uM foram suficientes para induzir a morte celular, diminuindo a
viabilidade a menos de 30%. Assim, 0s ensaios de diferenciacdo foram realizados

utilizando a concentragdo de 2 uM de retinal.
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Grafico 3. Viabilidade de Neuro?2a tratadas com retinal.
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Nota: Ensaio de viabilidade pelo método do MTT de Neuro2a expostas em diferentes concentra¢c@es de all-

trans retinal por 48 horas. (**p<0,005 em relacdo ao controle 1%SFB; n=3)

A linhagem Neuro2a foi tratada com atRL (2uM) nas mesmas condi¢cdes dos
ensaios anteriores utilizando atAR. Como pode ser observado na figura 8, os grupos
tratados com atRL (linha 3 e 4) ndo apresentaram alteracdes na expressdo de ADAM23
em relacao aos seus respectivos controles (linha 2 e 5). Como esperado, 0s grupos que
tiveram reducédo de SFB (linha 2, 3, 4 e 5) apresentaram aumento da expressdo da
proteina ADAM23100kPa em relagdo as células mantidas em condicdo normal de cultivo
(linha 1), enquanto que a expressdo de ADAM237%Pa se manteve inalterada em todos os
grupos. Os ensaios utilizando atRL mostraram o mesmo padrdo de expressao de
ADAM23 dos ensaios utilizando atAR, este aumento de ADAMZ2310%Da mostrou ser
significativo como demonstrado no gréfico 4.

Para atestar que esta linhagem foi suscetivel ao tratamento com all-trans retinal e
que o tratamento alterou as sinalizagdes intracelulares, foi avaliado a ativacdo da
sinalizacéo via Erk através da analise de Erk fosforilada. O resultado usando o anticorpo
gue reconhece Erk fosforilada (anti-p-erk-1/2) mostrou maior nivel de fosforilacdo de Erk
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nos grupos tratados com atRL (linha 3 e 4) em relacdo a seus respectivos controles (linha
2 e 5). Também foi possivel observar que os controles com reducéo de SFB (linha 2 e 5)
apresentaram maior intensidade na banda correspondente a Erk fosforilada quando
comparado com o grupo mantido em condi¢gdes normais (linha 1), indicando assim que a
reducdo de SFB pode ativar esta via de sinalizacdo mesmo na auséncia da molécula

indutora.

Figura 8. Expressédo de ADAM23 em Neuro2atratadas com retinal.
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Nota: As células foram tratadas com atRL por 4 ou 7 dias. Linha 1 corresponde as células mantidas em
condi¢des normais de cultivo (10% SFB). Linhas 2 e 5 correspondem aos controles do tratamento mantidos
em 1% de SFB por 4 e 7 dias respectivamente. Linhas 3 e 4 correspondem as células tratadas com atRL
por 4 e 7 dias respectivamente. A reacéo foi feita usando anti-ADAMZ23 para deteccdo de ADAM23, anti-
actina foi usado como normalizador, anti-p-erk-1/2 foi usado para detectar Erk fosforilada e anti-erk-1/2
para visualizar Erk total presente nas amostras. Western blot representativo de 2 ensaios independentes.
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Grafico 4. Expressdo de ADAM23 em Neuro2a tratada com retinal.
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Nota: (A) Representacdo grafica da expressdo de ADAM23100kba em Neuro2a durante ensaio de
diferenciagdo utilizando atRL. (B) Representacédo grafica da expressdo de ADAM237%Pa em Neuro2a
durante ensaio de diferenciacdo utilizando atRL. (*p<0,05 em relacdo ao grupo 10% SFB; n=2)

5.8 Avaliacdo de expressdo de ADAM23 em Neuro2a tratada com peréxido de

hidrogénio

Apoés a obtencdo dos resultados que mostraram o aumento da expressédo de
ADAM23100kba em Neuro2a devido a reducgdo de SFB e, considerando que reducéo de
SFB gera estresse oxidativo em células, levantou-se a hipétese de ADAM23100kPa estar
envolvida em eventos de neuroprotecéo frente ao estresse oxidativo.

Para isto, primeiramente foi necessario verificar quais as concentracées ideais de
H202 para os tratamentos com a linhagem Neuro2a. Ensaios de MTT foram realizados
usando diferentes concentracdes de H202 e entdo calculada a viabilidade das células.
Como demonstrado no grafico 5, a viabilidade celular da linhagem Neuro2a foi reduzida

quando as células foram expostas a concentracdes acima de 400 uM de Hz202.



Gréfico 5. Viabilidade da linhagem Neuro2a expostas a diferentes concentracdes de H202.
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Nota: Demonstragdo gréfica da viabilidade da linhagem Neuro2a expostas a H202 em diferentes
concentragcbes em 48 horas. (**p<0,01; ****p<0,0001; comparacdes feitas em relacdo ao controle sem

adicdo de Hz202, n=3)

Para avaliar se a expressdao de ADAM23 em Neuro2a tratada com H20:2 era

dependente de tempo foi escolhido a concentracéo de 50 uM de H202, visto que nesta

concentracdo ndo houve alteracéo da viabilidade, além disso néo foi observado presenca

de morte celular por microscopia (dado ndo mostrado). A linhagem Neuro2a foi tratada

com H202 na concentracao de 50 uM por 24, 48, 72 horas, em seguida as células foram

processadas e submetidas a técnica de western blot. De acordo com a figura 9, a

linhagem Neuro2a tratada com H202 ndo apresentou alteracdes na expressédo de

ADAM?23100kba gy ADAM237%kPa em nenhum um dos tempos em relagdo ao controle.
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Figura 9. Expressédo de ADAM23 em Neuro2a tratadas com H202 em diferentes tempos
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Nota: As células mantidas em 1% de SFB foram expostas a 50 uM de H202 por 24, 48 e 72 horas. A reacao
foi feita utilizando anti-ADAM23 e anti-actina como normalizador. Western blot representativo de 2
experimentos independentes.

Para avaliar se concentragdes maiores de H202 poderiam alterar a expressao de
ADAM23, foram realizados experimentos nos quais a linhagem Neuro2a foi tratada por
48h com as seguintes concentra¢des de H202:100 uM, 200 pM, 300 uM e 400 puM.

Como mostrado na figura 10, ndo foi possivel observar alteragées no perfil de
expressdo de ADAM23100kba gy ADAM7%kPa em células tratadas com diferentes

concentragdes de H20:.
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Figura 10. Expressdo de ADAM23 em Neuro2a em diferentes concentragcdes de H;O;

Anti-ADAM23

Anti-actina
37 -

Nota: As células foram tratadas com diferentes concentra¢ges de H202 por 48 horas. A reacgdo foi feita
utilizando anti-ADAM23 e anti-actina como normalizador. Western blot representativo de 2 ensaios
independentes.
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6. Discussao

ADAM23 ¢é uma glicoproteina pertencente a familia ADAM, expressa
predominantemente no sistema nervoso central e periférico. Ao longo dos anos tem sido
demonstrado a importancia desta proteina durante o desenvolvimento neural. Mitchell e
colaboradores (2001) mostraram que camundongos nocaute para o gene Adam23
desenvolvem tremores e ataxia e acabam morrendo em até duas semanas. Logo em
seguida foi descrito dois novos transcritos de ADAM23, denominados Adam238 e
Adam23y sendo este Ultimo expresso apenas durante a fase embrionaria e
desaparecendo ap6s o nascimento, sugerindo que esta proteina possua algum papel no
desenvolvimento do sistema nervoso central (SUN, 2004). O mesmo grupo mostrou que
o silenciamento de ADAM23 na linhagem de carcinoma embrionario (P19) induz a
diferenciacdo em células neuroectodérmicas, enquanto que a presenca de ADAM23
suprime a diferenciacéo pela inibicdo de P27KIP1 pelo dominio desintegrina (SUN et al.,
2007; WANG et al., 2012). Em contrapartida, Owuor e colaboradores (2009) demostraram
que cultura primaria de neurénios provenientes de camundongos ADAM23-/- apresentam
arborizacao dendritica reduzida e impedem a formacédo de neuritos induzidos por LGI1,
processos esses essenciais para a diferenciacado neural. Recentemente foi descrito que
a superexpressao de ADAM23 em células progenitoras neurais humanas (hNPCs) induz
0 crescimento de neuritos, enquanto que o silenciamento nestas células desencadeia
apoptose e inibe a diferenciacdo (MARKUS-KOCH et al., 2017). Esses dados indicam
gque ADAM23 possui importante papel durante a diferenciacéo neural com mecanismos
de acdo que ainda ndo estdo bem elucidados, assim necessitando de mais estudos.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil de expressdo de ADAM23 em
modelos classicos de diferenciacédo neural. Para fazer esta analise foi necessario o uso
de anticorpo que reconheca a proteina ADAM23 em ensaios de western blot. Sendo
assim, o monoclonal anti-ADAM23 produzido no laboratério de neurobiologia da UFPR.
Devido ao fato de o grupo néo ter trabalhos publicados com a descri¢cdo do anticorpo até
o inicio deste projeto, foi necessario a validacdo do anticorpo nas condi¢cdes
experimentais que seriam usadas ao longo deste trabalho. Conforme mostra a figura 2,

o anticorpo monoclonal anti—ADAM23 (DL11C8) reconheceu especificamente a proteina
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ADAM23 tanto sua forma processada (70kDa) como sua forma ndo processada (100kDa)
presente no encéfalo. Em HEK 293T transfectada com pcDNA3.1 ADAM23-HA, o
anticorpo reconheceu apenas a proteina ADAM23'9%kPa  provavelmente devido ao
processamento do pré-dominio desempenhado pela célula ndo acompanhar a
superexpressao da proteina.

Em seguida foi avaliado a expressdo de ADAM23 nas linhagens celulares
disponiveis, SH-SY5Y (neuroblastoma humano), Neuro2a (neuroblastoma murino), T98G
(glioblastoma humano) e PC-12 (feocromoticoma de rato). A figura 3 mostrou que todas
as linhagens expressam ADAM23, porém em diferentes quantidades. Este resultado
corrobora com outros autores que haviam descrito a expressdo de ADAM23 em SH-SY5Y,
Neuro2a e em células da glia (COSTA et al., 2009; DHAUNCHAK et al, 2010).
Interessantemente foi observado diferenca entre as linhagens de neuroblastoma humano
e murino. Esta diferenca de ADAM23 observada entre as linhagens de neuroblastoma
pode ser justificada pelo fato de que a linhagem SH-SY5Y derivada da linhagem SK-N-
SH (ATCC HTB-11), a qual foi estabelecida a partir de células metastaticas, enquanto
que a linhagem Neuro2a que apresenta maior expressdo de ADAM23 nao possuem
caracteristicas metastaticas (BIEDLER, 1973; ROSS, 1975). Verbisck e colaboradores
(2009) mostraram que o silenciamento do gene adam23 por hipermetilacdo do promotor
estd associado com alto indice de metastase em pacientes com tumor de mama.

Para averiguar se ADAM23 participa do processo de diferenciacao neuronal, foram
usados dois modelos experimentais. Como primeiro modelo foi usado a linhagem de PC-
12 tratada com fator neurotréfico derivado de cérebro (BDNF). BDNF € membro da familia
de neurotrofinas, € uma molécula importante na manutencdo e desenvolvimento do
sistema nervoso e tem mostrado atuar na sobrevivéncia e diferenciacdo de diversas
classes de neurdnios in vitro, incluindo células da crista neural (AHMED et al., 1995;
HUANG; REICHARDT, 2001; WATERHOUSE et al., 2012). PC-12 tratada com fator de
crescimento de nervo (NGF) é usado como modelo classico para diferenciagdo (CHEN,
2012; NAKAFUKU, 1992; RYU, 2015). NGF e BDNF sao proteinas pertencentes a
mesma familia de neurotrofinas, apesar de BDNF ainda nao ter sido descrito promover
diferenciacdo em PC-12, esta molécula é uma neurotrofina usada para promover

diferenciacéo neuronal tanto em linhagens celulares como em células de cultivo primério
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(AHMED, 1995; IGLESIAS, 2000; LOUHIVOURI, 2011; RUMAJOGEE, 2002;
WATERHOUSE et al., 2012). Gupta e colaboradores (2014) e Jiang e colaboradores
(2015) observaram que o BDNF altera vias de sinalizac¢des intracelulares em células PC-
12, indicando a presenca do receptor desta neurotrofina nesta linhagem. Visto que BDNF
foi descrito alterando vias de sinalizac¢des intracelulares em PC-12 e pelo fato de o grupo
ter essa neurotrofina disponivel, optou-se pelo uso desta molécula como neurotrofina
sinalizadora.

Células PC-12 tratadas com BDNF (Figura 4) ndo apresentaram alteracdes no
perfil de expressdo de ADAM23. Para verificar se o BDNF promovia a diferenciacao nesta
linhagem, duas proteinas marcadoras de neurdnios diferenciados foram analisadas. A
proteina sinaptofisina que é uma glicoproteina das vesiculas sinapticas presentes em
neurdnios maduros e comumente utilizado como biomarcador (GINGRAS, 2007; WEN,
2010). A proteina PrP¢ foi utilizado como segundo marcador, células PC-12 induzidas a
diferenciacéo por NGF, neurotrofina da mesma familia que BDNF, apresenta aumento da
expressdo de PrP° (GRANER et al., 2000; ZAWLIK et al., 2006). Todavia ndo houve
diferenca na expresséo destes marcadores entre o grupo tratado com BDNF e o grupo
controle (com reducédo de soro fetal bovino sem BDNF). Estes resultados sugerem que
talvez PC-12 nao seja suscetivel a inducao a diferenciacdo por BDNF como demonstrado
em outras linhagens, o que corrobora com alguns autores que descrevem a auséncia do
principal receptor (TrkB) nesta linhagem, contradizendo autores citados anteriormente
(OGURA, 2014; SHIH, 2013). No entanto, a redugdo do soro na linhagem PC-12
aumentou a expressdo de ambos marcadores quando comparado com o controle
mantido em 10% de SFB. Este aumento também mostrou ser dependente do tempo em
que a célula era mantida com reducdo do soro (grafico 1). Recentemente Hu e
colaboradores (2018) mostraram que o uso de diferentes meios de cultivo celular e ou
variacdes nos niveis de soro fetal em PC-12 ja é o suficiente para observar alteragbes no
crescimento de neuritos, explicando assim o aumento destas duas proteinas quando o
soro fetal foi reduzido a 1%.

Para verificar se apenas a reducdo do soro € o suficiente para aumentar a
expressdo do marcador de neurdnio maduro sinaptofisina, foi realizado um ensaio de

diferenciacdo em PC-12 utilizando NGF (figura 5), neurotrofina classica usada como
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modelo de diferenciacdo nesta linhagem (DAS et al., 2004). Assim como no ensaio
utilizando BDNF o aumento detectado do marcador foi independente do tratamento, seja
BDNF ou NGF. Indicando que apenas a reducéo de soro fetal bovino € o suficiente para
induzir o aumento de marcadores de neurdonio maduro sem a necessidade de uso de
fatores neurotrofico.

Como segundo modelo foram usadas as linhagens de neuroblastomas (Neuro2a
e SH-SY5Y) tratadas com all-trans acido retindico (atAR). Neuroblastomas estimulados
com atAR tem sido bem descrito como um modelo de diferenciag&o neuronal, resultando
na inibicdo da proliferacdo e inducdo a diferenciacdo, adquirindo caracteristicas de
neurdnio maduro (CHEUNG et al., 2009; EDSJO et al., 2007; MORI et al., 2013). Assim,
as linhagens SH-SY5Y e Neuro2a foram tratadas com atAR (Figura 6, 7). Apesar da
linhagem humana ser a mais usada como modelo para diferenciagcédo neuronal (XIE,
2010), esta linhagem apresentou problemas para a visualizacdo de ADAM23 pela técnica
de western blot, o que acabou por dificultar as quantificacdes das bandas. Devido a este
fato, os demais ensaios foram realizados com a linhagem de neuroblastoma murino
Neuro2a, ja que ensaios de western blot utilizando extrato desta linhagem quase n&o
apresentava reacédo de fundo, assim facilitando sua quantificacéo.

A linhagem Neuro2A ndo apresentou diferenca na deteccdo nos niveis de
ADAM23 em sua forma madura (70 kDa), entretanto, houve aumento na deteccao de sua
forma ndo processada (100 kDa) (grafico 2) quando as células eram mantidas a 1%SFB,
independente do tratamento com all-trans acido retindico, indicando um aumento na
expressao de ADAM23.

Para continuidade dos experimentos optou-se pelo uso de outra molécula indutora
de diferenciagdo. All-trans retinal (atRL) ou Retinal, € um composto com grupamento
aldeido, precursor de retinodides ativos, intracelularmente o retinal é convertido em all-
trans acido retindico (atRA) que se liga a receptores nucleares (RARs; RXRSs), estes
receptores atuam no nucleo como fatores de transcricdo para diversos genes (KAM et al.,
2013). O atRL tem sido descrito promovendo diferenciagcdo em linhagem de células de
leucemia promielocitica (HL-60) (RUSSO, 2002).

A linhagem Neuro2a foi entdo tratada com atRL, para este ensaio optou-se pelo

uso de atRL na concentracdo de 2uM devido a sua citotoxicidade (grafico 3). Neuro2a ja
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foi descrita em protocolos utilizando 2uM de &cido retindico para induzir a diferenciacéo
nesta linhagem (MORI et al., 2013). As células de neuroblastoma murino expostas ao
atRAL (Figura 8, grafico 4) ndo apresentaram alteracdo na deteccdo de ADAM23 em sua
forma madura (70kDa), contudo houve aumento de deteccdo da forma nao processada
(100kDa) independente do tratamento, corroborando com os ensaios nos quais foi usado
all-trans acido retingico. Para atestar se o tratamento com retinal levou a alteracdo em
vias de sinalizagdo e possivelmente levando ao processo de diferenciacdo nesta
linhagem foi verificado a presenca de ERK fosforilada. Esta analise mostrou que os
grupos tratados apresentavam um nivel maior de fosforilacdo em relacdo ao controle.
Aumento da fosforilacdo de ERK em Neuro2a tem sido descrita essencial para o processo
de neuritogénese, sendo que a inibicdo desta via inibe também a diferenciacdo das
células, indicando que as células tratadas com atRL estariam em processo de
diferenciacdo (SINGLETON, 2000). Entretanto, foi possivel observar que a retirada do
soro levou a um aumento na fosforilacdo de ERK em relacdo ao controle mantido em
10% SFB. Reducédo nos niveis de soro fetal bovino ja foi correlacionado positivamente
com a diferenciagdo em Neuro2a pela sinalizagdo via ERK, mostrando que as
lipoproteinas presentes no soro podem atuar como inibidores parciais da diferenciacao
em Neuro2a (EVANGELOPOULOS et al., 2005).

Sendo assim, é possivel que apenas a diferenciacdo desencadeada pela reducéo
de soro fetal bovino foi suficiente para aumentar a expressdo de ADAM23100kba indicando
que esta proteina possa estar envolvida neste processo. Este dado se torna relevante
visto que outros autores ja descreveram a presenca de ADAM23100kPa ng superficie
celular, sugerindo que o processamento do pr6-dominio de ADAM23 possa ocorrer apos
o trafego da proteina pela via biossintética secretora (BORGONOVO et al., 2018;
GOLDSMITH et al., 2004).

Os resultados apresentados aqui demonstram que a privagao de soro leva ao
aumento da expressdo proteina ADAM23. Esta alteracdo no perfil de expressdo da
proteina na sua forma nao processada foi independente do tratamento com atAR ou atRL,
sendo que apenas a reducéo do soro fetal bovino foi suficiente para induzir esse aumento
observado. Estes dados corroboram com resultados de Pan e colaboradores (2010), no

gual foi mostrado que a retirada do soro fetal bovino aumenta a acessibilidade a
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cromatina ajudando a expor o sitio de ligacdo do promotor SP1 que recruta RNA
polimerase Il, o qual resulta no aumento endégeno da transcricdo do gene adam23.

Outra possibilidade é o fato de a reducdo de soro promover efeitos de estresse
oxidativo, soro fetal bovino € um complexo natural de proteinas e metabdlicos, entre eles
moléculas antioxidantes que auxiliam a célula. Este fato torna se mais relevante em
células de origem nervosa visto que neurbnios possuem baixos niveis de antioxidantes
enddgenos e altos indices atividade metabdlica oxidativa (GHORBANI et al., 2015).
Proteinas de superficie de membrana como PrP¢ e NCAM ja demonstraram possuir papel
neuroprotetivo contra estresse oxidativo (FUJITA-HAMABE; TOKUYAMA, 2012; ZENG;
ZOU; WANG, 2015;).

Para investigar se ADAM23 estd envolvida com a neuroprotecdo de células, a
linhagem Neuro2a foi exposta ao estresse oxidativo induzido por peroxido de hidrogénio
(H202), modelo classico ja descrito por causar aumento das espécies reativas de oxigénio
(MACZUREK et al., 2013). As células foram expostas a concentracdo de 50 uM por
diferentes tempos (24h, 48h e 72h) (Figura 9) ou diferentes concentracdes por 48 horas
(Figura 10). Em ambos os ensaios ndo houve alteragéo na expressdo de ADAM23. Estes
resultados indicam que o aumento de ADAM23 a longo prazo causado pela reducéo do
soro talvez nao seja devido ao estresse oxidativo.

Os dados coletados neste trabalho mostram que ADAM23 alterou sua expressao
em um dos modelos utilizados para diferenciagcdo neuronal, entretanto esta alteracéo foi
resultado da reducédo dos niveis de soro fetal bovino e ndo do agente usado para induzir
a diferenciacdo. Sendo assim, foi possivel observar que apenas a sinalizacdo induzida
pela reducdo do soro fetal bovino € o suficiente para desencadear o aumento da forma
imatura de ADAM23, indicando um papel desta proteina nos estagios iniciais de
diferenciacdo desencadeado pela reducéo do soro.

Os estagios iniciais do processo de diferenciagdo neuronal envolvem modificaces
da membrana, formacdo de neuritos e remodelacdo do citoesqueleto, ADAM23 j& foi
descrita por alterar membrana de neuroblastoma induzindo a formacgéo de protusdes e
alterando os filamentos de actina destas células (CAL et al., 2000; SILVA; DOTTI 2002).
Markus-Koch e colaboradores (2017) também mostraram que células precursoras

nervosas humanas que superexpressam ADAM23 possuiam maiores formagfes de
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neuritos, enquanto que as células silenciadas para adam23 inibiam a formacédo dos
mesmos, sugerindo um possivel papel desta proteina neste estagio inicial de
diferenciagao.

Outra possibilidade é o envolvimento de ADAM23 nos estagios finais de
diferenciacdo que consiste no estabelecimento de conexdes sinapticas. Owuor e
colaboradores (2009) mostraram que 0s animais nocaute para adam23 nao
apresentavam ma formacéo tecidual, indicando que ADAM23 pode néo estar envolvida
no desenvolvimento, mas sim na manutencédo do sistema nervoso. Esta hipétese ganha
forca, visto que LGI1 um dos parceiros moleculares de ADAM23 e de ADAM22 é descrito
como um ligante antiepileptogénico capaz de regular a transmisséo sinaptica mediada
por receptores de glutamato (AMPAR), sugerindo que ADAM23 junto com ADAM22 e
LGI1 formem um complexo proteico essencial para regulacdo da transmissao sinaptica
(FUKATA; FUKATA, 2017; LOVERO et al., 2015)

Os dados coletados neste trabalho indicam um possivel papel da ADAM23 durante a
diferenciacdo neuronal, entretanto esse papel ainda precisa ser melhor investigado.
Assim, o grupo dara continuidade a estas investigagdes com o intuito de identificar o
papel desta proteina ja descrita como essencial para o desenvolvimento ou manutencao

neuronal.
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. Conclusao

Anticorpo monoclonal (DL11C8) anti-ADAM23 reconheceu com especificidade a
forma ndo processada (100 kDa) e processada (70 kDa) da proteina ADAM23

tanto em encéfalo na linhagem que superexpressa ADAM23.

Foi observado que todas as linhagens celulares utilizadas no trabalho (SHSY-5Y;
Neuro2a; T98G; PC-12) expressavam ADAM23 tanto em sua forma néo

processada (100 kDa) como processada (70 kDa).

Células PC-12 tratadas com BDNF ndo apresentou alteracdo na expressao de
ADAM23.

A reducao de soro fetal bovino em PC-12 levou a um aumento na expressao de
sinaptofisina e PrP¢.

A reducdao do soro fetal bovino em Neuro2a resultou no aumento na expressao de

ADAM23 em sua forma néao processada (100 kDa).

Ensaios de estresse oxidativo utilizando H202 nem Neuro2a ndo apresentaram

nenhuma alteracdo na expressdo de ADAM23.
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