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Resumo

ADAM (A Disintegrin and Metalloprotease) é uma familia de proteinas
transmembrana, contendo membros que exercem importante atuacdo na migracao,
diferenciacdo, sobrevivéncia neuronais e na sinaptogénese. A proteina ADAM23 é
expressa predominantemente no encéfalo. Camundongos nocautes para o gene
adam23 apresentam tremores e ataxia e, morrem em aproximadamente duas
semanas apO0s o0 nascimento. Esses dados sugerem um papel importante desta
proteina no desenvolvimento do sistema nervoso. Ainda ndo existem estruturas
tridimensionais da ADAM23 nos bancos de dados e, conhecer a estrutura
tridimensional da proteina pode dizer muito sobre a sua funcédo. Neste sentido, o
trabalho teve como objetivo obter um modelo tridimensional de ADAM23 por
modelagem computacional por homologia. Inicialmente, a sequéncia de aminoacidos
da ADAM23 foi obtida. Em seguida foi feita a selecdo do melhor molde a ser usado,
sendo a proteina ADAM22, o molde selecionado. A partir da selecdo do molde foi
possivel construir cinco modelos para ADAM23 através do software MODELLER. Os
modelos ainda precisam passar por métodos de validacao.

Introducéo
As ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease) sdo proteinas transmembranas, as
quais executam suas funcdes através da sua topografia Unica, contendo um dominio
metaloprotease, um dominio desintegrina, uma regido rica em cisteina, um dominio
semelhante ao fator de crescimento epidermal, uma regido transmembrana e uma
cauda citoplasmatica (EDWARDS et al., 2008). No sistema nervoso, podem atuar na
migracao, diferenciagdo e sobrevivéncia neuronal, no crescimento axonal, na
sinaptogénese e na mielinizacdo (YANG et al.,, 2006). A proteina ADAM23 é um
membro da familia ADAM expresso predominantemente no sistema nervoso central,
tanto durante o desenvolvimento embrionario quanto na fase adulta (SAGANE et al.,
1998; LIN et al., 2010). Camundongos nocautes para Adam23 desenvolvem
tremores e ataxia e ndo sobrevivem mais que duas semanas apds 0 nascimento,
sugerindo que esta proteina possui um importante papel no desenvolvimento e
manutencdo do sistema nervoso central (MITCHELL et al., 2001). Entretanto, até o
momento pouco se sabe sobre o papel biolégico desta proteina.

Para entender como uma proteina esta envolvida em interagdes biologicas, é
de extrema importancia o estudo da estrutura tridimensional da biomolécula



(NELSON E COX, 2014). A estrutura deste tipo de macromolécula pode ser
determinada por cristalografia de raios-X e Ressonancia Nuclear Magnética, por
exemplo. Essas técnicas experimentais ainda sdo consideradas o melhor processo
para a obtencao da estrutura. Entretanto, essas técnicas sdo muito custosas, podem
levar anos e em alguns casos a estrutura pode ndo ser obtida (VERLI, 2014). Nesse
sentido, se mostram relevantes os métodos computacionais para a predicdo de
estrutura de proteinas. Os métodos computacionais, além de serem mais baratos e,
em alguns casos, podem ser a unica alternativa para estudar o enovelamento
proteico da biomolécula (VERLI, 2014).

Como ja descrito por Costa (2010), a purificacdo da proteina recombinante
ADAM23 a partir de sistemas heterdlogos (Escherichia coli e em linhagem de célula
de mamifero HEK293T) apresenta um baixo rendimento e grau de pureza
inadequado para ser utilizada em experimentos de cristalografia de raios X. Sendo
assim, a modelagem computacional torna-se uma ferramenta de grande valia para
preliminarmente se estudar a estrutura desta proteina. O objetivo geral deste projeto
foi obter um modelo tridimensional para a proteina ADAM23 de Homo sapiens, o que
possivelmente pode trazer sugestdes sobre suas funcdes e papéis bioldgicos.

Materiais e Métodos

Técnica de Modelagem Molecular por Homologia.

Para a obtencdo de um modelo de ADAM23 foi utilizado o método de modelagem
por homologia, realizada por técnica computacional (in silico). Esta técnica também
€ considerada template-based (baseada em molde).

Obtencédo da sequéncia de ADAM23 e identificagéo de referéncias.

No banco de dados GenBank, NCBI (National Center For Biotechnology
Information) foi feita a busca da sequéncia-alvo de aminoéacidos a ser estudada, a
qual foi usada em etapas posteriores do estudo. Em seguida foi realizado um
alinhamento local da sequéncia-alvo contra sequéncias com estruturas resolvidas
(modelo tridimensional conhecido) depositadas no PDB (Protein Data Bank), usando
a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), do NCBI.

Selecéo dos moldes.

Foi realizada a selecdo através do BLAST e também usando o software de
Modelagem Molecular MODELLER (WEBB e SALI, 2014). Avaliando a qualidade
das referéncias, identidade, similaridades, homologia, gaps e considerando a funcao
bioldgica das sequéncias molde e alvo.

Alinhamento Global.

Nesta etapa, toda a extensdo da sequéncia de aminoacidos de ADAM23 foi alinhada
com a sequéncia molde obtida (template), através de script preparado e executado
no programa MODELLER.

Construgao do modelo.

A partir do alinhamento global, usando o programa MODELLER, o qual possui
algoritmos especificos que utilizam informac¢des da estrutura tridimensional molde
para a formacdo de varios modelos da proteina-alvo, foram criados os modelos
tridimensionais de ADAM23.



Resultados e Discusséo

Em sistema operacional Windows iniciou-se as instalacbées do MODELLER, PyMOL,
softwares de visualizacdo de estruturas e outros softwares necessarios para o
desenvolvimento do projeto. Apds as instalacées dos softwares iniciou-se a primeira
etapa da modelagem por homologia, na qual foi obtida a sequéncia-alvo de ADAM23
através de busca online no GenBank. A sequéncia da proteina ADAM23 foi
observada no formato FASTA, que disponibiliza a sequéncia de aminoacidos
completa para a proteina, tendo o seguinte cédigo do GenBank: [AAI32766.1].

Depois de obtida a sequéncia-alvo (ADAM23) foi iniciada uma busca por
referéncias tridimensionais para serem usadas como proteina molde (template) na
modelagem por homologia. A ferramenta BLAST, apds ser configurada para
trabalhar com sequéncias de estruturas conhecidas e disponiveis no PDB (Protein
Data Bank), gerou como resultado a indicacdo da ADAM22 como um molde de 57%
de identidade em relacdo a homologa ADAM23.

Em seguida foi iniciado o uso do MODELLER e ap06s execucéo de scripts por
este programa (WEBB e SALI, 2014), confirmou-se como sequéncia molde a
ADAM22 com seu respectivo codigo do GenBank: [AAI25119.1]. Ent&o foi realizado
um alinhamento (ou pareamento) global da sequéncia-alvo ADAM23 com a
sequéncia molde ADAM22 (WEBB e SALI, 2014).

A (ltima etapa realizada pelo MODELLER foi a construcdo dos modelos
tridimensionais, a partir dos arquivos de alinhamento gerados. O programa construiu
cinco modelos de ADAM23 no formato PDB (.pdb), o mesmo formato usado para
depositar as estruturas cristalograficas de referéncia no Protein Data Bank. As cinco
estruturas obtidas pela ADAM23 foram satisfatoriamente geradas e analisadas em
programa de visualizacéo de moléculas (PyMol).
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Figura 1 — Estrutura tridimensional de ADAM23 obtida por modelagem computacional por homologia.
Figura representativa de um dos cinco modelos tridimensionais obtidos a partir do MODELLER e
visualizada no PyMol.

Como a estrutura molde de ADAM22 depositada no PDB €& composta apenas
pelo seu ectodominio (sem pré6 dominio, sem regido transmembrana e cauda
citoplasmatica) entende-se porque a cauda citosoélica e o pré6 dominio ndo foram
modelados adequadamente. Essas regides correspondem ao inicio e ao fim da



sequéncia de aminoacidos, e que nos modelos obtidos neste trabalho apresentaram-
se lineares.

Conclusdes

A sequéncia-alvo de aminoacidos de ADAM23 foi obtida no GenBank.

A proteina ADAM22 foi selecionada como sequéncia molde.

Cinco modelos de ADAM23 foram obtidos por homologia usando o programa
Modeller.
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