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RESUMO

Algumas proteinas de sistema nervoso em insetos possuem estrutura e
regulacdo homologa as apresentadas nos organismos vertebrados e, portanto,
€ valido estudar a neurotransmissao em insetos, ainda que a macroestrutura e
a fisiologia dos sistemas difiram entre os dois reinos. Dentre os insetos, a
pesquisa das proteinas de receptores para neurotransmissores estd mais a
frente em moscas Drosophila melanogaster do que em baratas. Porém, é
crescente o0 uso de baratas em pesquisas neurobioldgicas, principalmente pela
simplicidade e economicidade destes insetos como modelos experimentais,
ainda sem restricdes legais com relacdo a experimentacdo cientifica. O
presente trabalho teve como objetivo obter o perfil eletroforético das proteinas
do sistema nervoso central e periférico de baratas da espécie Phoetalia pallida.
O trabalho iniciou com uma minuciosa revisao da literatura a fim de obter-se as
informagbes basicas sobre o sistema nervoso de insetos, tendo como
parametro alguns sistemas de neurotransmissores de mamiferos. Para este
estudo, o ganglio subesofagico foi usado como estrutura representativa de
sistema nervoso central e o terco proximal das pernas posteriores, as coxas,
como representativo da juncdo neuromuscular (sistema nervoso periférico).
Estas estruturas foram dissecadas, homogeneizadas e solubilizadas em
detergente SDS ou Triton X-100. Aliguotas de fracbes subcelulares
(homogenato total, sobrenadante e pellet) foram colhidas para quantificacao
das proteinas através do método de BCA - acido bicinconinico. Apds essa
etapa, foram conduzidos experimentos de eletroforese unidimensional em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE), obtendo-se o perfil proteico das fracbes. Com
isto, pretende-se, através da comparacdo da massa molecular e migracao
eletroforética, sugerir alguns dos receptores presentes no sistema nervoso de
baratas, baseando-se nos receptores ja conhecidos e classificados de

mamiferos e de Drosophilas.

Palavras-chave: receptor, neurotransmissor, barata, sistema nervoso



ABSTRACT

Some proteins in the insect nervous system have the structure and the
regulation homologous to vertebrate organisms, therefore it is valid to study
neurotransmission in insects, albeit the physiology and the macrostructure of
the systems differ between the two kingdoms. Among insects, the study of
protein receptors for neurotransmitters is more advanced in Drosophila
melanogaster flies than in cockroaches. However, the use of cockroaches in
neurobiological research is increasing, mainly because of the simplicity and
economy of these insects as experimental models, with yet no legal restrictions
on scientific experimentation. The present study aimed to obtain the
electrophoretic profile of proteins from central and peripheral nervous system of
cockroach species Phoetalia pallida. The work started with a comprehensive
review of the literature in order to obtain basic information about the nervous
system of these insects, using as parameter some neurotransmitter systems
from mammals. In this study the suboesophageal ganglion was used as a
representative structure of the central nervous system and the proximal third
from the posterior legs, thighs, used as a representative structure of the
neuromuscular junction (peripheral nervous system). These structures were
dissected, homogenized and solubilized in detergents SDS or Triton X-100.
Aliquots of subcellular fractions (total homogenate supernatant and pellet) were
collected for quantitation of proteins estimated by BCA method —bicinchoninic
acid. After this step, was conducted one dimension polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS- PAGE), yielding the protein profile of the fractions. With
this we intended, by comparing the molecular weight and the electrophoretic
mobility pattern of known mammalian and Drosophila receptors, to suggest

some of the receptors present in the nervous system.

Keywords: receptor, neurotransmitter, cockroach, nervous system
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1. INTRODUCAO

A transmissdo nervosa em insetos ainda € pouco estudada e minima
informacg&o existe sobre 0s receptores para 0S neurotransmissores, COmo por
exemplo, quais sdo exatamente estes e onde estdo localizados. O presente
trabalho pretende contribuir na elucidagdo dos mecanismos de
neurotransmisséo de insetos, tendo como modelo experimental as baratas da
espécie Phoetalia pallida, e através do estudo do perfil eletroforético de duas

estruturas representativas de sistema nervoso.

1.1 Insetos

Os insetos fazem parte do grupo dos artropodes, ou seja, 0 grupo dos
invertebrados que possuem patas articuladas. Os artropodes possuem uma
carapaca protetora externa formada por uma substancia resistente e
impermeavel, chamada quitina, endurecida por conter muito carbonato de
célcio. Dentro da classificacdo dos artropodes, o0s insetos se encontram no
grupo que possui seis patas distribuidas em trés partes. Apresentam o corpo
subdividido em cabeca, térax e abdome. Possuem um par de antenas e trés
pares de patas no torax. Na maioria das espécies, ha dois pares de asas, mas
h& espécies com apenas um par e outros sem asas. Sao 0s mais abundantes
de todos os organismos, correspondendo a 80% de todas as espécies de

animais descritas.

Baratas como modelo experimental

As baratas sdo insetos hemimetdbolos, ou seja, apresentam
metamorfose incompleta, do tipo paurometabdlica (os imaturos e adultos vivem
no mesmo habitat), passando pelos estagios de ovo, ninfa (correspondente a
fase larval) e adulto, com a auséncia do estagio imével (pupa). A fémea produz
uma cépsula protetora dos ovos (ooteca), em forma de bolsa fechada. O
namero de ovos varia com a espécie, podendo chegar até 50 ovos.

A facilidade de criagcado associada ao baixo custo e ao elevado potencial

reprodutivo sdo algumas das caracteristicas que fazem as baratas (Figura 1)



14

serem bastante utilizadas na pesquisa, além da néo restricdo de uso quanto as
normas legais para animais em laboratério.
A neurotransmissdo em baratas ainda € pouco conhecida, tornando-se

um foco de estudo a ser explorado.

Figura 1 — Phoetalia pallida

Fonte - http://kverko.com/2013/tarakany

1.2 Sistema Nervoso — Caracteristicas

O sistema nervoso (SN) € responsavel pelo ajuste do organismo ao
ambiente. Sua funcdo € perceber e identificar as condicbes ambientais
externas, bem como as condi¢des dentro do préprio corpo e elaborar respostas
gue se adaptem a essas condicOes através da transmissdo do impulso
nervoso. A transmisséo do impulso nervoso no sistema nervoso central (SNC)
se processa no contato neurdnio-neurbnio. Nos mamiferos, este contato
acontece em todo o encéfalo e na medula espinhal. Da medula espinhal partem
0s neurdnios eferentes (motores) e aportam os neurdnios aferentes (ou
sensoriais), que em conjunto constituem o sistema nervoso periférico (SNP).
No sistema nervoso periférico, a transmissao entre neurdnio e musculos

acontece através da juncdo neuromuscular (JN).
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A principal célula no sistema nervoso é o neurénio (Figura 2), constituido
de soma, dendrito e axénio. A condug¢do nervosa iniciada num dendrito é
integrada no soma, passa ao axOnio e deste para um dentrito de outro

neurdnio, produzindo enfim uma resposta especifica.

Figura 2 - Partes de um neuronio.

terminagoes

terminagdes , nervosas
ramo
nervosas

colateral dentrito

axonio
nucleo

Fonte: Snodgrass,1993

Nos insetos, o sistema nervoso central € formado por trés estruturas:
cérebro, ganglio subesofagico e cordédo ventral. O cérebro também chamado
de ganglio supraesofagico € dividido em trés partes: protocérebro,
deutorocérebro e tritocérebro. O cérebro esta unido ao ganglio subesofagico e
deste parte o corddo nervoso ventral. O sistema nervoso visceral inerva os
orgaos internos e o sistema periférico, que possui funcdo de inervar os
musculos e os 6rgaos dos sentidos, completa o sistema nervoso dos insetos.

A musculatura dos insetos esta relacionada com a movimentacdo e
locomocéo, atuando diretamente sobre o exoesqueleto, partes internas e seus
apéndices. Segundo Gallo et al (2002) histologicamente, sdo muasculos do tipo
estriado e podem ser de trés tipos:

a) Musculos fasicos: realizam contra¢cdes rapidas e estdo presentes nas asas e
patas;

b) Muasculos do exoesqueleto: realizam o movimento de expanséo e retracao
durante a respiracao, entre 0s segmentos corporais;

¢) Musculos viscerais: atuam nos 6rgaos internos dos insetos.
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A transmissdo do impulso nervoso ocorre atraves de areas de contato
chamadas sinapses, por via elétrica ou quimica e 0s principais ions envolvidos

na transmisséo sao o sodio (Na*), o potassio (K*) e o cloro (CL").

Sinapses

As sinapses compreendem as comunicagdes que os neurdnios realizam
entre si. Duas caracteristicas diferenciam as células nervosas das outras do
organismo: capacidade de conduzir sinais bioelétricos por longas distancias
sem que haja enfraquecimento do impulso ao longo de seu percurso e também
por apresentarem, além de conexfes com as células nervosas, conexdes com
células musculares e glandulares. Existem dois tipos de sinapses. As elétricas
e as quimicas.

Sinapses elétricas consistem na troca de informagdes entre as células,
onde ocorre transferéncia de corrente idnica diretamente de uma célula para
outra, através de sitios especializados chamados juncbes gap ou juncdes
comunicantes. Nas junc¢des comunicantes, as membranas ficam muito
préximas e possuem canais idnicos que permitem a passagem dos ions. Dessa
forma, as células se acoplam gquimicamente. Quando uma célula entra em
atividade, ou seja, produz potenciais, a corrente idnica passa diretamente para
a outra célula pelas jungbes comunicantes. O fluxo dessas sinapses €
bidirecional e sua transmissdo € muito mais rapida quando comparada com a
sinapse quimica. A importancia da sinapse elétrica estd em permitir a
sincronizacdo de numerosas populacdes celulares acopladas, devido a rapidez
de sua transmisséao.

Sinapses quimicas compreendem a comunicacao entre 0s neurdnios
com outros neurbnios ou com células efetoras por meio de um mediador
guimico, denominado neurotransmissor (Figura 3 e 4). Os neurotransmissores
sao sintetizados pelos préprios neurénios e armazenados dentro de vesiculas,
gue sdo pequenas organelas esféricas delimitadas por membranas, cada qual
com um diametro aproximado de 50 nandémetros (nm). Essas vesiculas
concentram-se no terminal axénico e quando os impulsos nervosos chegam a
esses terminais 0s neurotransmissores séo liberados por meio de exocitose. A

membrana do terminal nervoso que libera os neurotransmissores denomina-se
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membrana pré-singptica e a imediatamente vizinha, membrana pds-sinaptica.
Entre elas ha um espaco em torno de 20 a 40 nm chamado fenda sinaptica. A
interacdo dos neurotransmissores com a membrana pos-sinaptica é realizada

por meio de receptores protéicos altamente especificos.

Figura 3 - Componentes de sinapse quimica em juncdo neuromuscular de
mamifero.

Membrana plasmatica pré-sinaptica

/.

-—— Mielina Mitocdndna

y
!
I}

== <«— Membrana

SOT / plasmatica
\ 42
e ‘f ———  Granulos do
g / : neurotransmissor

Fibra muscular

CENENERE S NN

Miofibrila

Fonte: CESAR & CEZAR. Biologia 2. S&o Paulo, Ed Saraiva, 2002

Sistema de Neurotransmissores

O neurotransmissor € 0 agente quimico responsavel pela informacéo
levada por longas distancias ao longo dos nervos. O neurotransmissor
necessita ligar-se a um receptor especifico para realizar a comunicacdo da
célula pré-sinaptica até a pds-sinaptica.

Ao longo dos anos, neurocientistas estabeleceram certos critérios que
devem ser seguidos para que uma molécula possa ser considerada um
neurotransmissor. A molécula deve ser sintetizada e estocada no neurdnio pré-
sinaptico e, devido ao estimulo deve ser liberada pelo terminal do axénio preé-
sinaptico e por fim deve produzir uma resposta na célula pds-sinaptica que
mimetiza a resposta produzida pela liberacdo do neurotransmissor do neurdnio

pré-sinaptico.
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7

Na figura 4 ¢é demonstrado como ocorre 0 mecanismo da
neurotransmissdo quimica, tendo como exemplo 0 neurotransmissor

acetilcolina.

Figura 4 — Sistema de liberagcdo de um neurotransmissor (NT). Com a
chegada do potencial de acdo (PA) no terminal (1), os canais de Ca**
dependentes de voltagem abrem-se e ocorre a difusdo de Ca** para o interior
do terminal (2). O aumento de Ca** intracelular estimula a exocitose dos NT
para a fenda sinaptica (3, 4). Os NT ligam-se a receptores da membrana pos-
sindptica (5) e causam mudancas de permeabilidade idnica. O fluxo resultante
de ions muda o potencial de membrana pds-sinaptico transitoriamente,
causando uma resposta pés-sinaptica. Os NT por outro lado, sdo inativados por
enzimas especificas (6).

4 iva
EXOClTOSE

Fonte: Departamento de Fisiologia, IB Unesp-Botucatu Profa. Silvia M. Nishida

A maioria dos neurotransmissores situa-se em uma de trés categorias:
aminoacidos, aminas e peptideos. Alguns representantes destas categorias
sdo mostrados na figura abaixo (Tabela 1). Os neurotransmissores
aminoacidos e aminas sao pequenas moléculas organicas com pelo menos um
atomo de nitrogénio armazenadas em vesiculas sinapticas. Os

neurotransmissores peptidicos constituem-se de grandes moléculas
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armazenadas em de granulos secretores. Granulos secretores e vesiculas

sinapticas sdo observados com freqiiéncia nos mesmos terminais axonais.

Tabela 1- Principais neurotransmissores.

Aminoécidos Aminas Peptideos
Acido gama-amino-butirico (GABA) Acetilcolina (ACh) Endorfinas
Glutamato (Glu) Dopamina Encefalinas
Glicina (Gli) Epinefrina Somatostastina
Histamina Substancia P
Noradrenalina
Serotonina

Fonte: Autor.

Os neurotransmissores s&o sintetizados a partir dos sistemas
enzimaticos presentes nos terminais axdnicos ou no corpo celular. Os
aminoacidos, por exemplo, sdo sintetizados em todas as células a partir da
glicose ou de proteinas decompostas. A Unica excecdo é 0 acido gama
aminobutirico (GABA) que é sintetizado a partir do glutamato por determinados
neurdnios. As aminas sdo todas sintetizadas no terminal sendo que a
acetilcolina é sintetizada a partir da colina; a serotonina, a partir do triptofano e

as catecolaminas (dopamina, adrenalina e noradrenalina), a partir da tirosina.
Caracteristicas dos principais neurotransmissores:

A acetilcolina foi o primeiro neurotransmissor a ser identificado, sendo
gue a maioria dos elementos necessarios para o funcionamento das sinapses
colinérgicas foi identificada nos insetos. A colina acetiltransferase (CAT) é a
enzima responsavel por sua sintese, enquanto que a acetilcolinesterase (ACE)
€ responsavel pela sua degradacdo. A acetilcolina interage com receptores
colinérgicos muscarinicos ou nicotinicos induzindo alteracbes na

permeabilidade da membrana levando a respostas celulares.
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GABA é o principal neurotransmissor inibitério do SNC em vertebrados
(Bloom e Iversen,1971). E produzido pela remogdo enzimatica de um grupo
carboxilico do acido glutAmico. Embora o GABA possa ser um
neurotransmissor de sistemas de projecdo ax6nica longa, ele é principalmente
encontrado em interneurdnios.

O glutamato € o neurotransmissor excitatério mais abundante no sistema
nervoso central dos vertebrados (Monaghan et al, 1989), porém existem boas
evidéncias de que o glutamato € um transmissor estimulador em muitas
juncdes neuromusculares de artropodes (Shinozaki, 1988), ou seja atua no
sistema periférico dos insetos diferentemente dos mamiferos.

Existem trés classes de receptores de glutamato do tipo ionotrépico, e
todas foram nomeadas de acordo com seu agonista farmacolégico seletivo.
Séo elas: NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (acido a- amino- 3-hidroximetil-4-
isoxazolepropionico) e cainato. A afinidade pelo glutamato é diferente entre
esses receptores, sendo geralmente maior nos receptores do tipo NMDA
(Dingledine, 1999).

Receptores para Neurotransmissores

Os neurotransmissores quando liberados dentro da fenda sinaptica
afetam os neurbnios poés-sinapticos por se ligarem a proteinas receptoras
especificas que estdo embutidas nas densidades pos-sinapticas. Embora haja
bem mais de 100 diferentes receptores para neurotransmissores, eles podem
ser divididos em dois tipos: canais i6nicos ativados por neurotransmissores e
receptores acoplados a proteinas G.

Os receptores ionotropicos possuem sitios de recepcdo para O0S
neurotransmissores localizados em um canal i6nico. Quando o
neurotransmissor se liga ao sitio do receptor ocorre uma mudanca de
conformacéao espacial resultando na abertura (ou fechamento) do poro iénico.

Ja os receptores metabotrépicos, sdo moléculas que possuem sitios
para 0S neurotransmissores que ndo sao canais ionicos. A formacdo do
complexo neurotransmissor-receptor inicia reacées bioquimicas que resulta na
abertura indireta dos canais ibnicos. Nesse caso o0 receptor pos sinaptico ativa

uma proteina reguladora chamada proteina G que vai acionar uma outra
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proteina chamada efetora que de fato, poder4d mudar a conformacdo de um
canal idnico ou, entdo, ativar uma enzima chave que modifica 0 metabolismo
do neurdnio pés-sindptico. Esses tipos de receptores ativam uma reacdo em
cascata e usam um segundo mensageiro (0 primeiro € o0 neurotransmissor).
Assim, nas sinapses em que 0s nheurotransmissores agem diretamente sobre
receptores ionotrépicos, a neurotransmissao é bastante rapida e nas sinapses
mediadas por receptores metabotrépicos a comunicacdo € mais lenta.

Uma vez que os neurotransmissores liberados tenham interagido com
receptores pos-sinapticos, eles devem ser removidos da fenda sinaptica para
permitir um novo ciclo de transmisséo singptica. Uma forma de isto acontecer
seria por meio da simples difusdo do neurotransmissor para longe da sinapse,
entretanto, para a maioria dos neurotransmissores aminoacidos e aminas, isto
ocorre pela sua recaptacdo para dentro do terminal pré-sinaptico, que ocorre
por acdo de transportadores protéicos especificos para neurotransmissores
presentes na membrana pré-sinaptica. Uma vez dentro do citosol do terminal,
0S neurotransmissores podem ser degradados ou recarregados para o interior
de vesiculas sinapticas. Transportadores de neurotransmissores também
existem na membrana da glia que envolve a sinapse, as quais auxiliam na
remocao de neurotransmissores da fenda sinaptica. Uma outra maneira de
terminar a acdo do neurotransmissor € pela degradacao enzimatica na propria
fenda sinaptica. E assim que a acetilcolina é removida da juncéo
neuromuscular, por exemplo. A enzima acetilcolinesterase presente na fenda
sinaptica, cliva a molécula de acetilcolina, deixando-a inativa.

Os perfis de neurotransmissores de varios mamiferos tem sido
examinados com cuidado no que diz respeito a distribuicdo, sintese,
armazenamento, liberacao e receptores especificos. Porém, em insetos, nao se
possui um perfil de neurotransmissdo completo, por isso grande parte de
estudos baseia-se na comparacdo com trabalhos em vertebrados. Um dos
problemas é a caracterizacdo dos receptores, ja que as drogas com atividade
em mamiferos apresentam um efeito farmacolégico inesperado quando
aplicado em insetos.

Para o estudo dos receptores de neurotransmissores muitas vezes faz-
se necessario o isolamento da membrana plasmatica e uma melhor

solubilizac&o destas proteinas é obtida quando detergentes sao utilizados.
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1.3 Detergentes

Geralmente detergentes sdo compostos organicos constituidos de uma
porcdo carbbnica hidrofébica e um grupo hidrofilico carregado em sua
extremidade, porém, existem os detergentes com acidos inorganicos que foram
bastante utilizados na remocdo de crostas endurecidas de equipamentos.
Detergentes organicos sao surfactantes suaves, ou seja, agentes que atuam na
superficie, usados para romper a membrana das células e liberar o material
intracelular na forma solavel. Suas principais aplicacfes sdo: na quebra das
interacdes proteina-proteina, proteina-lipidio e lipidio-lipidio; na desnaturacéo
da estrutura proteica; evitando ligagcbes ndo especificas em abordagens
imunoquimicas e na cristalizacéo de proteinas.

Baseada em suas caracteristicas, os detergentes sdo classificados em
trés tipos: ibnico (anidnico ou catidnico), zwitteridnico e ndo idnico. Detergentes
ibnicos sao compostos de uma cadeia hidrofébica e um grupo carregado em
sua extremidade, podendo ser anidnico ou catidnico. Eles geralmente possuem
alto valor de concentracdo miscelar critica (CMC) em relacdo aos detergentes
nao idnicos, e sdo considerados fortes. Como exemplo temos o dodecil sulfato
de sodio (SDS).

Dodecil sulfato de sédio (SDS) é um surfactante bem eficaz, consegue
solubilizar quase todas as proteinas numa solucao. Ele quebra as ligacées ndo
covalentes das proteinas, causando desnaturacdo, perda da conformacao
nativa e da funcdo. Ele se liga as proteinas numa taxa de 1,4:1 m/m (ou taxa
de um anion de SDS para dois aminoacidos), ocultando a carga real da
proteina e adicionando carga liquida negativa, independentemente de seu
ponto isoelétrico (pl). Esta é a principal razdo do SDS ser amplamente utilizado
na eletroforese de géis desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE). Por isso
ele ndo deve ser usado quando for necessario manter a proteina em sua forma
nativa ou quando as interacdes proteina-proteina forem ser estudadas.
Também deve-se levar em consideracdo que algumas propriedades dos
tampbes podem ser alteradas com o uso de detergente ibnicos, como a

variacdo da forca ibnica.
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Detergentes n&o idnicos diferem dos idnicos em relagcdo ao grupamento
na extremidade da cadeia, que ndo possui carga e € hidrofilico. Sao
considerados surfactantes suaves, pois quebram interacdes proteina-lipidio e
lipidio-lipidio, porém ndo quebram interacdes proteina-proteina, e a maioria
desses detergentes ndo desnaturam as proteinas. Dessa forma, as proteinas
sdo solubilizadas e isoladas, porém mantém sua forma nativa. Por apresentar
esta vantagem, estes detergentes sao escolhidos quando se quer isolar as
proteinas de membrana. Triton X-100 € o exemplo mais caracteristico de
surfactante néo idnico de escolha para a maioria das imunoprecipitagdes.

Todos os membros dessa familia (Triton X-100, Triton X-114, Nonidet
P40, Igepal® CA-630) sdo bastante similares e diferem apenas no seu nimero
médio (n) de mondmeros por micela (9,6; 8,0; 9,0 e 9,5, respectivamente) e na
sua distribuicdo de PEG (polietilenoglicol) no grupamento hidrofilico. O Triton
X-100 é derivado de polioxietileno e contém um grupo alquilfenil hidrofdbico.
Seu valor de CMC é baixo, portanto ndo € removido facilmente por dialise. Seu
ponto nuvem é de 64°C - nessa temperatura é observada a separacdo de
fases.

O isolamento de proteinas de membrana € de interesse especial, mas
possui alguns problemas particulares: i) dificuldade de solubilizar em solucfes
aquosas, ii) a natureza da bicamada lipidica € complexa, iii) as proteinas
podem ter dominios hidrofilicos e hidrofébicos e, iv) tem baixo nivel de
expressdo. O volume de tampdo € bem importante para que haja quantidade
de detergente suficiente para solubilizar todas as proteinas de membrana da
amostra.

Em principio, a0 mudar a temperatura e a concentracdo de sal no
tampdo, pode-se alcancar uma solubilizacdo efetiva das proteinas de
membrana, tendo vantagem em relacdo a fase de separacdo. Nesse caso, a
proteina da membrana cercada pela micela precipita com o detergente e as

proteinas sollUveis permanecem no sobrenadante.

2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi obter o perfil eletroforético das
proteinas do sistema nervoso central e periférico de baratas da espécie

Phoetalia pallida.

2.2 Objetivos especificos

e Padronizar a dissecacéo de ganglios subesofagicos e coxas de barata;

e Padronizar a dosagem de proteinas pelo método do BCA,;

e Fazer eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida e SDS para
separacao das proteinas.

e Observar a migracao eletroforetica das estruturas de SNC e SNP

e Buscar as massas moleculares de receptores descritos para insetos e
mamiferos em banco de dados de bioinformatica e associar as proteinas

verificadas no perfil eletroforetico obtido.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e estruturas

As baratas foram adquiridas da empresa Bicho Brasileiro
(http://lwww.bichobrasileiro.com.br/alimento.vivo/) e, apd6s a chegada ao
laboratério foram acondicionadas em caixas de polipropileno forradas com
maravalha autoclavada, especificamente para manter os insetos no biotério do
Campus Sao Gabriel. Os animais foram mantidos em temperatura de 22 a
24°C e alimentados ad libitum com racdo canina ou felina triturada e agua
potavel.

Para retirada das estruturas as baratas foram inicialmente colocadas a -
20°C por 10 minutos para imobilizacdo e anestesia. Para o estudo do perfil
eletroforético do sistema nervoso central foi retirado o ganglio subesofagico

(Figura 5) com auxilio de pincas especificas.



25

Figura 5 — Ganglio subesofagico

Fonte: Autor

A estrutura extraida para o perfil das proteinas do sistema nervoso
periférico foi a juncdo neuromuscular da coxa (Figura 6), localizada no terco
proximal das patas posteriores da barata.

Figura 6 — Juncdo neuromuscular

Fonte: Autor
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3.2 Homogeneizagéo e Solubilizagéo das Estruturas

Foram extraidos um total de 20 ganglios e 20 patas para cada
experimento. Em um primeiro momento, as amostras foram homogeneizadas
mecanicamente (Homogeneizador Marconi mod. MA 099) com 300 ul de
solugcado contendo Tris-HCI 50 mM (pH 7,0), 2 mM EDTA, 1 mM DTT e 1 mM
AEBSF. A homogeneizacado foi finalizada com o auxilio de uma seringa de
insulina. Apés, foram adicionados os detergentes Triton X-100 (SIGMA, X-100-
PC) ou SDS (BIO RAD, 161-0302) na concentracao final de 0,5 % em cada
conjunto de 10 estruturas, ou seja, 10 ganglios em solu¢cdo com SDS 0,5 %; os
outros 10 ganglios em solugdo com TX-100 0,5 %. Da mesma maneira foi feito
com as patas, obtendo um total de 4 conjuntos de 600 pL: ganglio
subesofagico com SDS 0,5 % ou TX-100 0,5 % e jungcdo neuromuscular com
SDS 0,5 % ou TX-100 0,5 %. Foram retirados 100 puL de cada conjunto para
fazer a dosagem de proteinas do homogenato total e para os 500 uL de cada
conjunto foi realizada centrifugacdo a 14.000 rpm por 5 min a 8°- 4°C. O
sobrenadante foi retirado, congelado a -20°C e, posteriormente, foi realizada a

dosagem de proteinas do sobrenadante.

3.3Dosagem de proteinas

Para a dosagem das proteinas (Figura 8) foi utilizado o método do acido
bicinconinico (Pierce BCA Protein Assay kit, Hill & Straka, 1988). O método
baseia-se na capacidade das proteinas, em meio alcalino, reduzirem o cobre
(Figura 7) de Cu2* a Cul* (Wiechelman et al 1988). O cobre juntamente com o
BCA formam um complexo de cor purpura. Posteriormente, foi feita a leitura da
absorbancia em comprimento de onda de 562 nm (A= 562 nm).

A dosagem protéica através do BCA consiste no uso da fotocolorimetria,
a qual possui a finalidade de dosar substancias biol6gicas que absorvem luz a
um dado comprimento de onda, provenientes de reacfes que resultam em
solucdes coloridas. A intensidade da cor produzida € proporcional a
concentracdo da substancia que estad sendo dosada. Em consequiéncia desta

proporcionalidade, é possivel dosar substancias em solugces de concentracao
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desconhecida (amostra), ao comparar a intensidade da cor produzida por esta
substancia a intensidade da cor produzida pela mesma substancia em outra

solucdo onde a concentracdo € previamente determinada (padrdo).

Figura 7 — Principio do método de quantificacéo de proteinas micro BCA.

Pméxcw’* OH", H20
- o
Acide B ohihique

Fonte: http://molar.crb.ucp.pt/cursos/1

Figura 8 — Protocolo utilizado para a elaboracao da curva padrao de proteinas,
preparado em placa de 96 pocos. A diluicéo é feita retirando 25 pL do poco
correspondente*.

TUBO BSA DILUENTE/ H20 | CONCENTRACAO VOL. FINAL
(g/u)
Branco 0 50 pl 0 50 pl
A 50 pl 0 2 25 ul
B 25 pl*A* 25 pl 1 25 pl
C 25 pl *B* 25 pl 0,5 25 pl
D 25 pl *C* 25 pl 0,25 25 pl
E 25 ul *D* 25 pl 0,125 25 pl
F 25 pl *E* 25 ul 0,0625 50 ul

Fonte: Autor

3.4Eletroforese

A eletroforese unidimensional € uma técnica pra separar misturas de
proteinas envolvendo a migracdo de particulas a partir da aplicacdo de uma
diferenca de potencial em um gel de poliacrilamida ou agarose. As moléculas

sdo separadas conforme sua massa molecular. Ao aplicar a corrente elétrica
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todas as proteinas possuem a mesma carga, gracas ao SDS presente na
solucdo de solubilizacdo das amostras, e migram em direcdo ao eletrodo
positivo, sendo assim separadas pela diferenca entre a massa molecular. As
proteinas menores migram mais rapidamente, enquanto as maiores tém mais
dificuldade de atravessar a malha do gel e, portanto, movem-se mais
lentamente. Essa técnica foi descrita por Laemmli (1970), sendo relativamente
simples e de baixo custo, a sua grande vantagem é a possibilidade de
visualizar um namero maior de proteinas.

A eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes foi
realizada em um gel de separagdo homogéneo de 7,5% (30%
acrilamida/bisacrilamida - 37,5 : 1). A migracao do gel (ou corrida) ocorreu em
100 V até as proteinas atingirem o gel de separacao, apés a chegada neste gel
a voltagem foi aumentada para 150 V.

Para visualizacdo das proteinas apdés a corrida eletroforética foi
realizada a revelacdo das fracbes proteicas ou bandas com o corante
coomassie Blue G 250 (SIGMA, B- 0630).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dosagem de proteinas

Apoés as diluicbes, feitas de acordo com o protocolo, foi realizada a
estimativa da dosagem de proteinas encontrada em cada conjunto: ganglio
SDS; ganglio TX-100; pata SDS; pata TX-100, de acordo com método de
guantificacéo estabelecida em tabela Excel pré-programada
(Dept. Bioquimica - UFRGS).

A construcdo da curva (Figura 9) foi feita em duplicata e o valor da

média é utilizado respectivamente na concentracdo (ug/ pL) encontrada.
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Figura 9 — Representacao de uma curva para dosagem de proteinas.
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Fonte: Autor

Ap6s a construcdo da curva, os valores da absorbancia (Figura 10)

obtidos foram utilizados na férmula com o fator de calibracao ja calculado para

estimar o valor de proteina presente na solucdo na concentracao ug/ pL.

Figura 10 — Valores de absorbancia obtidos na dosagem de proteinas:

duplicatas de juncédo neuromuscular (JN) de homogenato, sobrenadante com

0s respectivos tratamentos: 1- Homogenato SDS; 2- Homogenato TX-100;
3- Sobrenadante SDS; 4- Sobrenadante TX-100.

3, 4
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Fonte: Autor

©-00

1.412



30

O proéximo passo foi realizar o calculo da quantidade de amostra (Figura
11) a ser utilizada na eletroforese (10-30 pg/poco). A amostra foi entdo diluida
em tampao de amostra 2x concentrado com a seguinte constituicdo: 0,125
MTRIS-Hcl (pH 6,8); 4 % SDS; 20 % glicerol;10 % DTT e azul de bromofenol.

Figura 11 — Concentracdo de proteina das amostras de homogenato (h) e
sobrenadante (s) em juncdo neuromuscular com o0s tratamentos
indicados. Os valores em roxo sdo duplicatas da absorbancia, em verde a
média destas e em amarelo o valor obtido através da féormula da curva,
correspondendo a quantidade de proteina de cada conjunto, ou seja, a
concentracéo de proteinas em pg.pL.

hSDS hTX-100 sSDS sTX-100

1523 | 2,481 0622 | 1458

1407 | 2,017 0932 | 1412

Médial™ 4 4650 } 2,2490 0,7770 [ 1,4350
2.664679] 4.707044695 | 1.17105] 2.59373

Fonte: Autor

Os géis das duas estruturas estudadas, ganglio subesofagico (Figura 12)
e juncdo neuromuscular (Figura 13), mostraram um maior numero de proteinas
(ou bandas) nas amostras com TX-100 em relacdo as amostras com SDS. Isto
sugere que o TX-100 na concentracdo utilizada (0,5 %), € mais eficiente na
solubilizacdo das proteinas de ganglio e coxas de baratas do que o SDS na
concentracdo de 0,5 %. Quanto ao ganglio, apenas uma banda proteica ficou
marcada na faixa de 50 kDa, o que indica que o ganglio subesofagico ndo é a
melhor estrutura para analisar o perfil eletroforético de SNC ou, ainda, que
outras concentracdes destes detergentes devem ser testadas. Em relacdo a
JN, o niumero de bandas no gel foi mais expressivo. Em ambas estruturas, nas
amostras de homogenato total as bandas ficaram menos nitidas em relacéo as
amostras de sobrenadante, onde observa-se uma maior pureza devido a

centrifugacéo e a remocao do pellet.
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Figura 12 — Perfil eletroforético de ganglio subesofégico solubilizado com
0,5 % dos detergentes TX-100 ou SDS: 1- Homogenato SDS, 2- Homogenato
TX-100, 3- Sobrenadante SDS, 4- Sobrenadante TX100.

Fonte: Autor

Figura 13- Perfil eletroforético de juncdo neuromuscular solubilizado com
0,5 % dos detergentes TX-100 ou SDS: 1- Homogenato SDS, 2- Homogenato
TX-100, 3- Sobrenadante SDS, 4- Sobrenadante TX100.

Fonte: Autor
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Mais experimentos usando outras concentracdes de SDS sé&o
necessarios. Com relagdo ao TX-100 tivemos um resultado melhor com essa
concentragcdo (0,5%), mas ainda assim € necessario testar outras
concentracdes para aprimorar o perfil eletroforético.

Quanto ao fraco perfil eletroforético obtido com o ganglio subesofagico,
além de testar outras concentracbes de detergentes, possivelmente outras
estruturas de SNC devam ser dissecadas em conjunto ao ganglio para obter-se
um perfil eletroforético de SNC mais confidvel. O ideal seria dissecar o cérebro
completo junto ao ganglio subesofagico, porém o dificil acesso e a fragilidade
destas estruturas tornaram inviavel esta etapa até o momento. Novos métodos
de dissecacao poderao nos auxiliar nesta tarefa.

Sem duvida o uso de anticorpos especificos de proteinas de receptores
de neurotransmissores sera fundamental para aprimorar o perfil eletroforetico
das estruturas estudadas.

Com relagéo a jungdo neuromuscular muitas proteinas foram marcadas
na faixa de 50 a 150 kDa. Assim, sabendo da atuacdo do glutamato na JN
podemos sugerir a existéncia de receptores glutamatérgicos tanto do tipo
AMPA como NMDA, através de banco de dados que nos possibilitem, através
do gene especifico, saber a sequéncia de aminoacidos e assim a sua massa
molecular. Porém, devido as modificacbes poés-transducionais a banda
marcada ndo possuira a massa molecular predita. Por isso estamos inferindo
gue dentre os valores de 50kda a 150kda podem existir tais receptores. A
comparacao foi feita com as espécies Drosophila melanogaster e Homo

sapiens (Tabela 2):

Tabela 2: Valores de massa molecular de receptores glutamatérgicos de

Drosophila melanogaster e Homo sapiens com endereco do banco de dados.

Espécie Nome do Massa Banco de dados
receptor (kDa)
Drosophila m. AMPA 1A 111.7 http://flybase.org/reports/FBgn0004619
Drosophila m. NMDA 1 112.3 http://flybase.org/reports/FBgn0010399
Homo sapiens AMPA 3 101.1 http://www.uniprot.org/uniprot/P42263
Homo sapiens NMDA 1 105.3 http://www.uniprot.org/uniprot/ Q05586

Fonte: Autor
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5. CONSIDERACOES FINAIS e PERSPECTIVAS

De acordo com os nossos resultados o perfil eletroforetico de sistema
nervoso central requer mais experimentos. Provavelmente, seréd necessario um
método aprimorado de dissecacdo que englobe o cérebro e o cordao nervoso
ventral, além do ganglio subesofagico. Também deverdo ser testadas novas
concentragbes dos detergentes SDS e TX-100, tanto para SNC como para
SNP. Ainda, além de anticorpos especificos, 0 uso de reagentes que detectem
fosforilacdo sera importante na complementacdo do perfil eletroforetico de

sistema nervoso central e periférico de baratas Phoetalia pallida.
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