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Resumo

ADAM (A Disintegrin and Metalloprotease) é uma familia de proteinas
transmembrana, compostas por um pro-dominio, um dominio metaloprotease, um
dominio desintegrina, uma regido rica em cisteina, um dominio semelhante ao fator
de crescimento epidermal, uma regido transmembrana e cauda citoplasmatica.
Dentre os membros desta familia, a ADAM23 é expressa predominantemente no
encéfalo é o objeto de estudo deste trabalho. O objetivo principal deste trabalho foi
analisar o perfil de expressdo de ADAM23 frente a diferenciacdo de células de
feocromocitoma de rato (PC12) tratadas com forbol-12-miristato-3-acetato (PMA)
durante trés dias. As células foram entdo processadas e 0s complexos proteicos
obtidos foram submetidos a técnica de Western Blotting usando anticorpo
monoclonal especifico para ADAM23 (anti-ADAM23). Foi possivel observar que néao
houve diferenca na expressdo de ADAM23 apoés trés dias de diferenciagdo em
comparagao com 0 grupo controle.

Introducéo

ADAM (A Disintegrin and Metalloprotease) é uma familia de proteinas
transmembrana, as quais executam suas func¢des 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, regido
transmembrana e cauda citoplasmatica (Seals & Courtneidge, 2003; EDWARDS et
al., 2008). Membros desta familia atuam em diversos eventos relacionados ao
desenvolvimento e manutencdo do sistema nervoso. Estas proteinas podem atuar
na migracgdo, diferenciagdo e sobrevivéncia neuronal, no crescimento axonal, na
sinaptogénese e na mielinizacdo (NOVAK, 2004; YANG et al., 2006).

Poucos trabalhos demonstram o papel biolégico exercido pela ADAM23. Sendo
assim, este trabalho se propde avaliar o perfil de expressdo de ADAM23 em células
PC12 tratadas com forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), composto utilizado para a
diferenciacéo da linhagem PC12 em células com caracteristicas neuronais.

Material e Métodos

Com o intuito de analisar a expressao de ADAM23 frente a diferenciacéo, células de
feocromocitoma de rato (PC12) tratadas com forbol-12-miristatol3-acetato foram
divididas em um grupo controle com 10% SFB (soro fetal bovino), um grupo de
células em meio 1% SFB tratadas com DMSO (veiculo da solucdo de PMA) e um
grupo de células em meio 1% SFB tratadas com 80 nM de PMA diluido em DMSO.
Apés trés dias de tratamento, as células retiradas da cultura e foram entédo
processadas em tampao de lise como descrito por Costa e colaboradores (2009)
para obtencdo dos extratos proteicos. Os extratos foram submetidos a separacéo
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eletroforética e eletrotransferidos para membranas de nitrocelulose, sendo tais
membranas submetidas a reacdo com anticorpo monoclonal anti ADAM23
(BORGONOVO et al., 2018) para analise da proteina ADAM23 e anti-SYP (1:8000,
Santa Cruz) para analise do processo de diferenciacdo. Como normalizador da
quantidade de proteina aplicada foi utilizado o anticorpo anti-actina (1:2000, Sigma-
Aldrich). As membranas foram reveladas por técnica quimioluminescente (COSTA et
al., 2009).

Resultados e Discusséo

Inicialmente as células PC12 foram mantidas a 1% de SFB e 0% de SFB por um
periodo de trés dias para saber se as células poderiam ser mantidas nestas
condicbes sem morte celular e sem alteracdo de ADAM23. Esse ensaio foi
necessario pois o tratamento com PMA precisaria ser realizado em meio sem soro
fetal bovino ou no maximo com 1% de SFB.

Foi possivel observar que a linhagem de feocromocitoma de rato (PC12) néo
apresentou diferenga na expressdo de ADAM23 quando submetida a diferentes
concentracbes de SFB como observado na (Figura 1). Também ndo houve morte
celular aparente quando as células foram mantidas em quantidade reduzida a 1% de
soro fetal bovino (dados ndo mostrados).

SFB  10% 1% 0%

100 kDa--

70kDa--

Figura 1: Padrdo de expressdo de ADAM23 em células de feocromocitoma de rato (PC12). * Banda
que corresponde a massa de 100 kDa representa ADAM23 em sua forma imatura. ** Banda de
aproximadamente 70 kDa corresponde a ADAM23 em sua forma madura.

A retirada do soro fetal bovino (SFB) em meio de cultura normalmente é um
estimulo para a célula interromper a proliferacdo e iniciar o processo de
diferenciacdo (HU et al., 2018). Mas nessas condi¢cdes, ndo houve alteracdo no
padrao de expressdo de ADAM23. Sendo assim, 0 proximo passo seria a
diferenciacéo das células PC12 com forbol-12-miristato13-acetato (PMA), composto
este usado em ensaios de diferenciagéo celular.

As células foram entéo tratadas com 80 nM de PMA por 3 dias. Pode-se observar

que ndao houve uma alteracdo na expressdo de ADAM23 apds trés dias de
diferenciagdo em comparagao com o grupo controle com DMSO, (Figura 2 a).
Como marcador de diferenciagéo neuronal foi utilizado o anticorpo anti —sinaptofisina
(anti-SYP). No entanto ndo houve marcacdo da proteina sinaptofisina (Figura 2 b).
Como normalizador da quantidade de proteina, pode-se observar a reacdo com 0
anti-actina (Figura 2 c).
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Figura 2: (a) Padrdo de expressdo de ADAM23 em células de feocromocitoma de rato (PC12)
tratadas com PMA (80 nM). (b) Revelagdo da membrana com anticorpo anti-sinaptofisina (Anti-SYP)
usado como marcador de diferenciagdo neuronal. (¢) Revelagdo da membrana com anticorpo anti-
actina usado como normalizador da quantidade de proteina usada de cada condicao.

Hu e colaboradores (2018) mostraram que o uso de diferentes meios de cultivo
celular e ou variac6es nos niveis de soro fetal em PC12 em combinacdo com fator
de crescimento de nervo podem levar a alteragbes no crescimento de neuritos.
Porém, essa alteracdo € tempo dependente, ou seja, as células apresentavam um
comprimento maior dos neuritos quando expostas a um tempo superior a 6 dias.
Sendo assim, pode ser que o tratamento de trés dias néo tenha sido suficiente para
se observar uma diferenca na expressdao de ADAM23 frente a diferenciacdo, uma
vez que nem a proteina marcadora sinaptofisina foi observada sendo expressa pelas
células com trés dias de tratamento.

Das e colaboradores (2004) demostraram que a diferenciagdo de PC12 induzida
por NGF, a neurotrofina classica usada como modelo de diferenciacdo nesta
linhagem, apresenta um aumento progressivo na expressao da proteina associada
ao crescimento axonal 43 (GAP-43) e da proteina sinaptica sinapsina |, que aumenta
lentamente nos primeiros dias de diferenciacdo aumentando rapidamente depois de
5 a 7 dias de cultura, demonstrando o fator tempo dependente para diferenciacao,
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indicando que o tratamento com PMA por um periodo de trés dias ndo seja o
suficiente para avaliacdo da expressdo de ADAM23 frente a diferenciacao.

Concluséo/des

Através do experimento para observacdo do padrdo de expressdo de ADAM23
frente a diferenciacdo de células de feocromocitoma de rato (PC12) tratadas com
forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), ndo foi possivel observar uma alteracdo no
padrao de expressao de ADAM23 em comparagao com 0S grupos controles.
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