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Resumo

ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease) é uma familia de proteinas
transmembranas que possui um dominios desintegrina e metaloprotease, 0os quais
desempenham as fun¢des de adesdo e protedlise, respectivamente. ADAM23 é um
membro dessa familia, e € expressa predominantemente no sistema nervoso, desde
o periodo embrionario do individuo até a sua fase adulta. Animais nocautes para
Adam23 desenvolvem tremores e ataxia e hdo sobrevivem mais que 15 dias apds o
nascimento, sugerindo que esta proteina tem um papel importante no
desenvolvimento e manutencdo do sistema nervoso. Como ndo ha muitos dados
sobre o papel de ADAM23 na manutencdo do sistema nervoso, o presente trabalho
teve como objetivo a avaliacdo do perfil de expressdao de ADAM23 em ratos
expostos a radiagdo X. As amostras de encéfalos foram analisadas quanto a
alteracdo na expressdo da proteina ADAM23 pela técnica de western blotting
usando anticorpo monoclonal anti-ADAM23. A analise dos resultados ndo indicou
diferenca estatistica significativa na expressdao de ADAM23 entre animais controle e
expostos a radiacéo.

Introducéo

ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease) é uma familia de proteinas
transmembranas caracterizadas pela presenca dos dominios metaloprotease e
desintegrina. Estes dominios conferem a estas proteinas a capacidade de clivar
moléculas da superficie celular, assim como mediar a adesédo celular (BLACK;
WHITE, 1998). Dessa maneira, as ADAMs participam de processos como
neurogénese, miogénese, migracdo neuronal e crescimento axonal, entre outros
(YANG; BAKER; HAGG, 2006). ADAM23 é um membro desta familia expressa
durante o0 desenvolvimento embrionario até fase adulta, com expressao
predominante no sistema nervoso central (GOLDSMITH; GOSSAGE;
FFRENCH-CONSTANT, 2004).

Esta proteina se difere de outros membros da familia pelo fato de ndo possuir
a sequéncia necessaria de aminoacidos no sitio catalitico do dominio
metaloprotease 0 que torna esse dominio inativo, sugerindo que essa proteina
desempenhe suas fungbes por interacdo com outras moléculas pelo dominio
desintegrina (SAGANE et al., 1999). O dominio desintegrina de ADAM23 ja foi
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demonstrado interagir com integrina avp3 assim promovendo adesdo em células de
origem nervosa (CAL et al., 2000).

Camundongos nocautes para o gene adam23 desenvolvem ataxia e tremores
e morrem em até duas semanas apOs nascimento. Embora n&do tenha sido
observada ma formacédo tecidual no cértex dos animais nocautes, 0os neurbnios
provenientes destes animais possuem arborizacao dendritica reduzida, evidenciando
a importancia dessa proteina no desenvolvimento e manutencao do sistema nervoso
(MITCHELL et al., 2001; OWUOR et al., 2009). Ainda assim, sua funcao permanece
desconhecida.

Darmanto et al (2000) demonstraram que filhotes provenientes de ratas
gravidas expostas a radiacdo X apresentaram alteracbes morfolégicas do cerebelo,
orgdo do sistema nervoso central intimamente ligado ao movimento corporal. Os
trabalhos que abordam o efeito de radiacdo ionizante no periodo pds-embrionario
ainda sao escassos, 0 que justifica o aprofundamento de estudos sobre
morfofisiologia de moléculas que podem estar envolvidas na manutencdo das
atividades do sistema nervoso central quando este esté sujeito a injurias. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de radiacéo ionizante sobre a expressao
de ADAM23 em encéfalos de ratos (Rattus norvegicus), variedade Wistar.

Materiais e Métodos

Trinta ratos machos Wistar (Rattus norvegicus) foram divididos em seis grupos, entre
animais controle e animais expostos a radiacdo ionizante na cabeca na dose de
15.75cGy. Os animais expostos foram divididos em cinco grupos: 4, 9, 14, 25 e 60
dias apds a exposi¢cado. Os animais foram mantidos no biotério da UEPG com ciclos
de claro e escuro de 12 horas, e ragéo e agua livre.

Para a extracdo dos 0rgdos, os animais foram anestesiados com cloral
hidratado 10% e mortos por deslocamento cervical. Os cérebros e cerebelos dos
animais foram extraidos, seccionados com um corte sagital mediano, e o0s
hemisférios foram lavados em PBS e armazenados em freezer - 80°C para
processamento e obtencdo do extrato proteico.

O cérebro e cerebelo de todos os animais foram processados em tampao
RIPA (50 mM tris HCI; 150 mM NacCl; 5 mM EDTA; 1% Triton; 0,5 % Desoxycolato;
0,1% SDS) contendo inibidores de proteases (Fenantrolina, PMSF, NEM e EDTA). A
maceracado do tecido foi realizada em gelo (4°C) por 30 minutos. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas por 25 min a 7500 rpm (4°C) e o sobrenadante foi
coletado (correspondente ao extrato proteico). O precipitado proveniente desta
centrifugacéo foi ressuspendido em tampao RIPA e homogeneizado por 30 minutos,
e as amostras foram centrifugadas novamente por 25 minutos a 7500 rpm (4°C). O
sobrenadante foi coletado e unido ao primeiro, sendo entdo dosado pelo método de
Bradford (1976).

As amostras foram separadas por eletroforese em gel desnaturante de 10%
de poliacrilamida (SDS-PAGE), ap0s a separacdo, os complexos proteicos foram
entdo eletrotransferidos para uma membrana de nitrocelulose, esta entdo foi
bloqueada em TBS-T contendo 5% de leite desnatado (Molico, Nestl€). A membrana
foi incubada com anticorpo monoclonal DL11C8 (anti-ADAM23) por 16 h a 4 °C.
Apos este tempo, a membrana foi incubada com anticorpo secundario, anti-lgG de
camundongo conjugado a HRP (horseradish peroxidase) na diluicdo de 1:6000 por 1
h a temperatura ambiente. Como normalizador das reac¢des foi utilizado o anticorpo
policlonal anti-actina (Sigma), na diluicdo de 1:3000 e, o secundéario para este
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anticorpo foi o anti-lgG de coelho acoplado a HRP. As membranas foram reveladas
usando a técnica de quimioluminescente.

Os resultados foram escaneados e quantificados usando o software ImageJ
1.51s (ImageJ 1.51s, National Institutes of Health, USA). Para determinar
significAncia estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism v7.0 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). Andlise de variancia de uma via (ANOVA One-Way)
foi usada para determinar significancia entre os grupos com 5 animais. P<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.

Os procedimentos com os animais foram aprovados pela Comissdo de Etica
do Uso de Animais da UEPG, processo CEUA 036/2016.

Resultados e Discussao

A expressao de ADAM23 no cérebro e cerebelo dos animais foi avaliada por western
blotting usando o anticorpo anti-ADAM23. Foi possivel observar que o anticorpo
reconheceu a proteina ADAM23 na sua forma madura (70 kDa) tanto em amostras
de cérebro (Figura 1) quanto em amostras de cerebelo (dados ndo mostrados). A
andlise estatistica dos resultados, tanto de cérebro (gréfico 1) quanto de cerebelo
(dados ndo mostrados), ndo apresentou diferenca na expressdo de ADAM23 entre
controle e 0S tempos de recuperacao apos a exposicao
a radiacao.
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Figura 1 — Ensaio de western blotting utilizando amostras de cérebro de animais expostos a radiacao.
Nota: Controle indica os animais ndo submetidos a radiagdo e, os demais dias indicam o periodo de
recuperacgao apos a exposicao a radiacao. Para a reagdo, utilizou-se como anticorpos primarios: anti-
ADAM23 (2:3) e anti-actina (1:3000), e como secundarios anti-lgG de camundongo (1:6000) e anti-
1gG de coelho (1:3000), respectivamente. Ensaio representativo de um dos cinco grupos analisados.

GRAFICO 1 — Expressdo Relativa de ADAM23 70 kDa em cérebros de ratos (Rattus
norvegicus), variedade Wistar.
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Conclusdes

A analise dos resultados apontou que o efeito da radiacdo ionizante em ratos
periodos pés-embrionarios ndo influenciou a expressdo de ADAM23 70 kDa.
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