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Introducéo

A maioria das células encontradas no sistema nervoso
central maduro origina-se de um neuroepitélio inicial.
Estas células sofrem numerosas divisdes mitdticas antes
de amadurecerem ¢ emitirem processos axonais €
dendriticos para fazerem conexdes com outros neurdnios
ou 6rgdos terminais [1].

O funcionamento do sistema nervoso ¢ possivel gracas
a duas propriedades cerebrais que estdo muito
desenvolvidas nos neurédnios: a irritabilidade, pela qual
os neurdnios captam com facilidade os estimulos que
recebem, e a condutibilidade, que faz com que os efeitos
destes estimulos viajem rapidamente através do corpo
neuronal e seus prolongamentos [2].

Sugere-se que o crescimento axonal ¢ feito através de
uma rota de sinais quimioatraentes e quimiorepelentes
produzidos por células do sistema nervoso, bem como
moléculas da matriz extracelular. Neste mecanismo estdo
envolvidos receptores especificos presentes no cone de
crescimento que detectam o caminho e desenvolvem uma
resposta axonal direta [3].

A adesdo célula-célula e célula-matriz extracelular sdo
processos vitais para o desenvolvimento neural.
Recentemente, foi descrita uma nova familia de
moléculas de adesdo, as desintegrinas celulares —
ADAMs (A Desintegrin  And Metalloproteinase
Domains). Estas sdo as unicas moléculas, entre proteinas
de superficie celular que apresentam na mesma molécula
dominios estruturais protéicos responsaveis por adesio e
proteodlise [1,4].

Em doengas neurodegenerativas, a célula neuronal
doente usualmente sofre influéncias da ativacdo de
células gliais, astrocitos e microglia. Ativagdo da glia
envolve remodelacdo e sinalizacdo da matriz extracelular
e adesdo celular por meio de “shedding” de citocinas,
receptores de citocinas e fatores de crescimento.
Proteinas da matriz extracelular (MMPs e ADAMs) sdo
também capazes de atuar nestas fungdes [5].

A comunicagdo mediada por proteinas de adesdo entre
células individualizadas e entre células e matriz
extracelular, bem como o processo de protedlise e
remodelacdo de proteinas celulares e extracelulares, sdo
essenciais para a manutencdo da estrutura e funcdo do
sistema nervoso central (SNC). Portanto, as proteinas
ADAMSs medeiam interagdes adesivas e protedlise, bem
como possuem implicacdes essenciais no
desenvolvimento neural [6].

Estudos condizentes a familia das desintegrinas
caracterizam um novo membro denominado de
ADAM?23/ MDC3, predominantemente expressa tanto
em cérebro adulto quanto fetal, sugerindo que a mesma
possa influenciar diferentes estidgios de desenvolvimento
e manutenc¢do da estrutura e funcdes neurais, aspectos
potencialmente relevantes em neurobiologia [7]. Devido
a sua pouca descrig@o neste aspecto biologico, procurou-
se avaliar a expressdo diferencial da desintegrina
ADAM23 em diferentes estadgios de desenvolvimento do
sistema nervoso central (SNC), empregando-se a técnica
de Western Blotting. ADAM23 mostrou-se altamente
expressa em amostras cerebrais de camundongos recém-
nascidos (P6) quando comparados a animais adultos.

Material e Métodos

Para o desenvolvimento do projeto foram utilizadas
duas metodologias:

A. Preparagdo de fragdes protéicas a partir de
precipitacdo seqiiencial com sulfato de amonio

Com este método, foi obtido extrato protéico total
apos homogeneizagdo de cérebros e cerebelos de
camundongos Swiss adultos e recém-natos em tampao
Tris-HCI pH 7.4, acrescido de inibidores de protease. O
material foi submetido a precipitagdes sucessivas de
15%, 25%, 35%, 45% e 55% com sulfato de amodnio
saturado. Amostras protéicas foram dialisadas contra
PBS 1X, mensuradas através do método de Bradford [8],
aliquotadas e armazenadas a —20°C.

B. Reacéo de Western Blotting

As proteinas obtidas pelo método de precipitagdo
seqiliencial de amostras do SNC com sulfato de amonio
saturado foram separadas eletroforeticamente em gel de
poliacrilamida a 6% ¢ 7,5% contendo SDS, em seguida
transferidas e imobilizadas em membranas de
nitrocelulose (0,45 pm). Estas foram incubadas com
anticorpo primario (antipeptideo ADAM?23 humana),
seguido da incubagdo com anticorpo secundario
apropriado, com posterior revelagdo do material (reagdo
quimioluminescente).

Resultados e Discussao

Na tentativa de conseguir amostras protéicas
enriquecidas em ADAM?23, procurou-se estabelecer um
protocolo para a purificagdo desta molécula a partir de
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extratos de cérebro e cerebelo de camundongos. Desta
forma, optou-se pela técnica de precipitacdo protéica
seqiiencial com sulfato de amoénio saturado. Analisando-
se a Fig. 1, pode-se observar que o antigeno ADAM?23
estd presente na fracdo 25% de amostras cerebrais
adultas, ap6s incuba¢do com anticorpo antipeptideo
ADAM23 humana (diluicdo 1:500). Esta técnica
(Western Blotting) comprova que amostras obtidas por
preparagdo de fragdes protéicas estdo mais enriquecidas
com antigeno de interesse do que o extrato total (E.T.),
fato que corrobora com a literatura, uma vez que a
desintegrina ADAM23 possui massa molecular em torno
de 97kDa [9].

No intuito de melhor investigar a expressdo da
ADAM23 durante o desenvolvimento e maturacdo do
SNC procurou-se avaliar a presenca desta proteina no
cérebro de camundongos com seis dias de
desenvolvimento poés-natal (P6). Como pode ser
observado na Fig. 2, o anticorpo antipeptideo ADAM23
humana (na diluigdo 1:500) se liga tanto no cérebro de
camundongos recém-natos (P6) como no de adultos.
Interessantemente a reagdo parece ser mais intensa no
antigeno apresentado nos cérebros de recém-natos
utilizando-se a mesma concentragdo protéica (600ug/ por
canaleta). Tal achado sugere que ADAM23 possa estar
envolvida na maturagdo e¢ desenvolvimento do sistema
nervoso, assim como citado pela literatura [7,10].

Todas as ADAMs mostram um dominio de
organizacdo comum ¢ com quatro fungdes potenciais:
ptotedlise, adesio, sinalizacdo e fusdo [11,12].

Algumas ADAMSs possuem expressdo generalizada
como a ADAMY9/ ADAM10/ ADAMI15 e ADAMI7, ja
muitas outras ADAMs tem mostrado expressdo tecidual
especifica: ADAM12 e ADAM19 no musculo, ADAM22
no cérebro e ADAM23 no cérebro e coracdo
[13,14,15,16]. O largo grupo das ADAMs (1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 18, 20 21 ,24 25 26 ,27 ,29 e 30) sdo
predominantemente expressas em testiculos e assim
envolvidas na fertilizagdo ¢ espermatogénese [17].

Distribuicdo regional da expressdo de mRNA de
ADAMSs no sistema nervoso central de camundongos
difere consideravelmente. Enquanto a ADAMI0, ¢
expressa no cérebro humano adulto principalmente no
talamo, a ADAMI11 ¢ expressa no sistema nervoso
central humano nas regides do hipocampo, tdlamo,
medula espinhal e cortex cerebral. A ADAM23 ¢
expressa também nestas regides, mas sendo mais precisa
no cortex cerebral e tdlamo. Isto mostra que algumas
ADAMs possuem distribuicdo ubiqua no sistema
nervoso central enquanto outras possuem um padrdo de
expressao restrito [6,16].

Essencialmente, o dominio desintegrina da ADAM?23
tem sido mostrado como envolvido na adesdo de
neuroblastomas através da interagdo com a integrina o, f;
[7]. Desta forma, ADAM23 provavelmente ¢
considerada como molécula mediadora de funcdes
biologicas por agir como receptor de proteinas de
superficie celular, as integrinas. Isto leva a desencadear
entre as associagdes celulares, cascatas de sinalizagdo
intracelular [10].

Complementando evidéncias anteriores, a respeito da
participacdo da ADAM23 no desenvolvimento neural e
controle de suas fungdes, evidencia-se que a ndo
expressao desta molécula em camundongos, desencadeia
inimeras  alteracdes  fisiolégicas neurais como
malformagdes, causando severa ataxia, tremores € morte
dos animais em poucos dias [9].

Marcadamente ADAM23 ¢é amplamente expressa no
cérebro de camundongos e pode ser detectada
particularmente em regides especificas, como o
hipocampo. Ja no cerebelo sua expressdo concentra-se
nas células de Purkinje [4,10,18,19] e na camada
granular, tendo auséncia de expressio na camada
molecular [18,10].

Os resultados obtidos no presente estudo do
mapeamento temporal da proteina ADAM?23, revelam
inicialmente que a desintegrina ADAM23 precipita na
fracdo 25% pela técnica de precipitagdo protéica
seqiiencial com sulfato de amdnio saturado [(NH4),SO4].
Através de ensaios bioquimicos (Western Blotting)
evidenciou-se que esta desintegrina apresenta uma
expressdo mais acentuada no SNC de animais recém-
natos quando comparados com o de adultos, sugerindo
papel relevante desta molécula na maturagdo do sistema
nervoso. Desta forma pode-se concluir que ha um
decréscimo da expressio de ADAM23 no sistema
nervoso de camundongos conforme ha evolugdo na
maturagdo deste sistema.
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Figura 1. ADAM23 presente de forma significativa na fragdo 25% de amostras protéicas cerebrais de animais adultos (100pg/ por
canaleta) obtidas por precipitacdo seqiiencial com sulfato de amonio saturado. As proteinas de diferentes amostras (55%, 45%, 35%,
25% e 15%) foram resolvidas eletroforeticamente (100ug/ por canaleta) em gel de poliacrilamida a 6%, transferidas para membrana
de nitrocelulose e esta submetida a reacdo de Western Blotting. A parca reagdo do anticorpo a-pep ADAM23 sobre a mesma
quantidade de extrato total bruto (100pg) evidencia o sucesso deste método no enriquecimento do antigeno de interesse na fracdo
25%.
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Figura 2. Expressdo acentuada de ADAM?23 no sistema nervoso ainda imaturo de camundongos Swiss. Proteinas da preparagéo
de membrana de cérebros de camundongos recém-natos (canaletas 1-4) e adultos (canaletas 5-8) foram resolvidas (600ug/ canaleta)
eletroforeticamente em gel de poliacrilamida a 6%, transferidas para membrana de nitrocelulose e esta submetida a reagdo de
Western Blotting. Pode ser observado que o anticorpo antipeptideo reconhece fortemente o antigeno de 92 kDa presente em ambos
os tecidos, contudo sua expressdo ¢ reduzida no cérebro adulto e altamente expressa em animais com 6 dias de desenvolvimento pos-
natal (comparar canaletas 2-4 com 6-8).
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