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Resumo

ADAM (A Disintegrin and Metalloprotease) € uma familia de proteinas caracterizada
por possuir um dominio metaloprotease e um dominio desintegrina em uma unica
cadeia polipeptidica transmembrana. A ADAM23 é um membro desta familia
expressa predominantemente no encéfalo durante o desenvolvimento embrionario e
na fase adulta. O objetivo deste trabalho foi observar o perfil de expressdo da
proteina ADAM23 em linhagens de neuroblastomas diferenciados e nao
diferenciados e em glioblastomas. Com o intuito de avaliar a expressao de ADAM23
frente a diferenciacdo, células de neuroblastoma murino (Neuro-2a) foram
diferenciadas durante quatro e sete dias com Retinal. As células foram entéo
processadas e o0s complexos proteicos obtidos foram submetidos a técnica de
Western Blotting usando anticorpo monoclonal especifico para ADAM23 (anti-
ADAM23). Foi possivel observar um aumento na expressdao de ADAM23 apds a
diminuicdo da concentragdo do Soro Fetal Bovino, independente do tratamento com
Retinal (2uM), em comparacdo com o grupo controle.

Introducao

ADAM (A Disintegrin and Metalloprotease) é uma familia de proteinas
transmembrana, que apresentam 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.
SEALS; COURTNEIDGE, 2003; EDWARDS et al., 2008). O dominio metaloprotease
ativo confere as ADAMs fungdes proteoliticas e o dominio desintegrina possibilita
aos membros da familia atuarem como proteinas de adesédo. (REISS; SAFTIG,
2009).

As ADAMs podem atuar na promocédo da clivagem do ectodominio de
proteinas da superficie celular e na regulacdo da migracédo, adesdo e sinalizacao
celular, participando em funcfes celulares de extrema importancia, como reacdes
inflamatorias, fertilizacéo, neurogénese e miogénese (REISS; SAFTIG, 2009).



A proteina ADAM23 € expressa predominantemente no enceéfalo, sendo
encontrada em maior quantidade no hipocampo e no cerebelo. (GOLDSMITH et al.,
2004; NOVAK, 2004).

Camundongos nocautes para o gene adam23 apresentam tremores e ataxia,
embora ndo apresentem ma formagcdo no cérebro, morrem em aproximadamente
duas semanas apOs o0 nascimento, sugerindo um papel fundamental para essa
proteina no desenvolvimento do sistema nervoso (MITCHELL et al., 2001).

Na auséncia de ADAM23 o crescimento de neuritos mediada por
LGI1l(Leucine rich glioma inactivated) e a arborizagdo dendritica sdo reduzidos
drasticamente in vitro. Esse dado indica que ADAM23 pode atuar na diferenciacao
de neurdnios durante o desenvolvimento (OWUOR et al., 2009).

Com o intuito de entender o papel da ADAM23 no desenvolvimento do
sistema nervoso, o perfil de expressdo de ADAM23 em neuroblastomas submetidos
a diferenciacao foi avaliado.

Materiais e Métodos

Expressao de ADAM23 frente a diferenciacéo de células de neuroblastoma murino
(Neuro-2a). Com o intuito de analisar a expressdo de ADAM23 frente a
diferenciacéo, células de neuroblastoma murino (Neuro-2a) foram divididas em 5
grupos, um grupo controle com 10% SFB (soro fetal bovino), dois grupos de células
1% SFB mais veiculo (DMSO) e dois grupos de células em meio 1% SFB contendo
All-trans Retinal (2uM). Apés quatro dias um grupo de células 1% SFB e um grupo
células em meio 1% SFB contendo All-trans Retinal (2uM) foram retiradas da cultura,
0s grupos restantes foram retirados ap6s 7 dias de experimento. O meio de cada
grupo foi trocado a cada 2 dias. As células foram entdo processadas em tampéo de
lise contendo inibidores de proteases e inibidores de fosfatases como descrito por
Costa e colaboradores (2009).

Quantidades iguais de extrato proteico (80ug) foram submetidos a técnica de
Western Blotting, resolvidos por separacdo eletroforética e eletrotransferidos para
membranas de nitrocelulose, sendo tais membranas submetidas a reacdo com
anticorpo monoclonal anti-ADAM23 e reveladas por técnica quimioluminescente
(COSTA et al., 2009). A guantidade de proteina aplicada nos géis foi normalizada
usando o anticorpo policlonal anti-actina (Sigma, 1:3000).

Resultados e Discusséo

Visando analisar a expressdo de ADAM23 frente a diferenciacdo, células da
linhagem de neuroblastoma murino (Neuro-2a) foram tratadas com All-trans Retinal
(10 puM) como descrito por Cheung e colaboradores (2009) durante 24, 48 e 72
horas. Os grupos submetidos ao tratamento com All-trans Retinal apresentaram alta
taxa de morte celular inviabilizando a obtengédo de amostras para a realizagdo dos
ensaios propostos no projeto.

Devido ao alto indice de morte celular durante dos grupos tratamento com
Retinal (10 puM) nos experimentos de expressao de ADAM23 frente a diferenciagéo
de células de neuroblastoma, foi realizagcdo uma analise da viabilidade celular pelo
teste colorimétrico do MTT. A partir deste teste foi possivel observar uma taxa
elevada de morte celular na concentragdo de 10 pM de Retinal, concentracdo
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proposta inicialmente no projeto. No experimento subsequente optou-se pelo
tratamento com concentracdo de 2 uM.

O experimento que visava observar o padréo de expressao de ADAM23 frente
a diferenciacao de células de neuroblastoma murino (Neuro-2a) foi realizado através
do tratamento desta linhagem com a solucdo de Retinal (2 uM). Apds o ensaio de
western blotting usando o anticorpo anti-ADAM23, foi possivel observar um aumento
na expressao de ADAM23 com a diminuicdo da concentracdo de Soro Fetal Bovino,
resultado condizente com a literatura (PAN et al, 2010). O aumento na expressao de
ADAM23 foi independente do tratamento com Retinal (2uM), Devido a alta taxa de
morte celular ndo foi possivel realizar a técnica de western blotting com o grupo de
células cultivas durante sete dias em meio 1% SFB contendo retinal (2 uM).
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Figura 1 - Padréo de expresséo de ADAM23 em células de neuroblastoma murino (Neuro-2a) frente &
diferenciagéo.

Como alternativa a criopreservacao das linhagens celulares em container de
nitrogénio liquido, devido a auséncia de custeio para a carga do mesmo, as
diferentes linhagens celulares foram mantidas em freezer — 80°C sujeito a problemas
elétricos, que ocorrem com muita frequéncia no Setor de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude. Durante um evento de queda de energia a linhagem de glioblastoma (T98)
foi perdida, impossibilitando a realizacdo dos experimentos de diferenciagdo com
essa linhagem.

Conclusodes

Com a realizacdo do experimento para a obtencdo do padrédo de expresséo
de ADAM23 frente a diferenciacdo de células de neuroblastoma murino (Neuro-2a)
foi possivel observar um aumento na expressdo de ADAM23 apos a diminuicdo da
concentracdo de soro fetal bovino, independente do tratamento com All-trans Retinal

(2uM).
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