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INTRODUGAO

A migragédo de neurdnios, celulas da glia e a formacdo de cones de
crescimento no sistema nervoso dos animais sao devidos a eficientes
mecanismos de motilidade celular. Tais mecanismos sao mediados por
mecanoenzimas associadas ao citoesqueleto formado por microtubulos e
actina. Estas moléculas motores geram, através da energia liberada pela
hidrélise de ATP, forga mecénica e mobilidade ao longo do citoesqueleto

(Harrington e Rodgers, 1984).

As proteinas motoras capazes de locomover-se sobre filamentos de
actina pertencem a familia das miosinas, que compreende atualmente 14
classes (fig.1) distintas. A primeira classe foi descoberta em 1856. Trata-se
da uma miosina convencional da classe |l. Ela é constituida por duas
cadeias pesadas (200 kDa) e cadeias leves que variam em numero e de
acordo com o tecido e a espécie estudada. As demais, por apresentarem
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divergéncias estruturais, foram denominadas miosinas nao

convencionais (Spudich, 1994).

Por outro lado, as mecanoenzimas que se associam a microtubulos
foram denominadas dineina e cinesina. Elas sdo apontadas como
responsaveis por fenémenos de movimento ao longo de microtubulo, como

o transporte axonal (Hirokawa, 1998).

As dineinas representam uma familia de proteinas estruturaimente
semelhantes mas funcionalmente diversificada. Ha trés classes distintas: a
dineina axonemal de brago interno e externo, ambas distribuidas no
axonema de cilios e flagelos e a dineina citoplasmatica, enzima esta
implicada em uma gama variada de fungdes intracelulares (Holzbaur e
Vallee, 1994). As dineinas executam transporte retrogrado e/ou centripeto
ao longo dos microtibulos. Sua fungdo parece estar relacionada a
localizag&o centrossomal do complexo de Golgi e de endossomos iniciais e
tardios (Hirokawa, 1998).

Sao motores moleculares complexos, possuindo mais de 15
polipeptideos associados, com uma massa total entre 1 e 2MDa. O dominio
motor da dineina, localizado na porgcdo C-terminal da molécula, é
consideralmente mais complexo que de miosinas e cinesinas e abriga, ao
invés de um, quatro dominios ligantes de ATP (designados “loop-P") e um

unico dominio ligante de microtubulos (Valle e Gee, 1998).

A regiao N-terminal das dineinas (dominio cauda) associa-se ao
conjunto de cadeias intermediarias e leves, propiciando a interagao dineina-
carga (Hirokawa, 1998). Além da complexa estrutura da dineina, essa
biomolécula pode se associar a outro complexo proteico, a dinactina. A
associagdo da dinactina com a dineina parece ser feita pela cadeia
intermediaria de 74 KDa e é provalvelmente o elemento crucial para a
interacao dineina-carga (Hirokawa, 1998).



A familia das cinesinas, por sua vez, & composta de proteinas, a
maioria muito alongadas, medindo cerca de 110 nm de cumprimento. Elas
estdo relacionadas primariamente ao transporte anterogrado de vesiculas,

podendo também atuar no transporte retrogrado.

A primeira cinesina descoberta foi obtida de axénios gigantes de
lulas (Brandy, 1985 e Vale et al, 1985). Desde entdo, um grande nimero
destes motores tem sido descoberto, compondo esta superfamilia de
proteinas. Esta superfamilia subdivide-se em trés grupos, de acordo com a
posicdo de seus respectivos dominios motores. As sequéncias altamente
conservadas de aminoacidos do dominio motor correspondem aos sitios de
ligagdo a ATP e microtubulos. Assim, tem-se os grupos de cinesinas, que
sdo: Tipo-N (dominio motor na regido N-terminal), tipo-M (dominio motor
central) e tipo-C (dominio motor na regido C-terminal da moléecula)
(Hirokawa, 1996 e 1998).

Associadas a molécula de cinesina, encontram-se cadeias leves que
modulam a interacdo cinesina-carga. A carga a ser por ela transportada
pode ser lisossomas, endossomas, mitocondrias ou reticulo endoplasmatico
(Hirokawa, 1996 e 1998).

Adams e Pollard, em 1989, propuseram que uma miosina nao
convencional (miosina-l) liga-se a membrana de Achantamoeba e é capaz
de mover organelas ao longo de filamentos de actina dentro do citoplasma.
Fukuit et al., em 1989, localizaram as miosinas | e || em pseudopodes de
Dyctiostelium e apresentaram evidéncias de que a miosina-l € responsavel
por movimento celular associado a membrana. A miosina-Il participa de
processos de citocinese e capeamento de receptores e contribui para o
estabelecimento da polaridade e diferenciagéo celulares em Dyctiostelium
(Kiehart, 1990).



Varias miosinas, de multiplas classes sdo expressas em vertebrados

(Mermal et al., 1998) e muito pouco se conhece sobre as fungbes da

maioria destas proteinas (tab. 1).

Tabela 1: Fungdes das miosinas.

CLASSE

FUNCAO

Vi

Vil

Controle de extensdes de membrana
Localizagao determinante
Manutencao de rabdémeros em Drosophila
Trafego de vesiculas
Herancga vacuolar
Localizacao de organelas
Localizacido de mensagem
Ancoramento de estereocilios e movimento de particulas

Manutencgao de extensdes ricas em actina



A miosina-V € encontrada predominantemente em neurénios, tendo
sido localizada no terminal pré-sinaptico (Mochida et al., 1994). As
mutagbes dos genes que expressam a miosina-Va em camundongos e
humanos foram identificadas (Pastural, 1997). Camundongos afetados
(dillute) por mutacbes recessivas no gene que codifica esta proteina
morrem em até trés semanas, por convulsdes. Este camundongo apresenta
uma diluicdo da pigmentagdo de sua pele, resultante de defeitos na
transferéncia de granulos de melanina dos melanécitos para os

queratindcitos (Mercer et al., 1991).

Foi descrita em 1978 por Griscelli et al uma doenga muito rara,
realcionada a miosina-V. Nos casos estudados recentemente, os individuos
afetados apresentaram albinismo parcial, problemas neurolégicos e
imunodeficiéncia celular severa, com uma fase aguda de ativacgéo
fagocitaria e linfocitaria descontrolada, levando a morte na auséncia do

transplante de medula 6ssea. Esta doenga € autossdmica recessiva.

Todos os dados funcionais sugerem que a miosina-V de cérebro
(BMS5) atua no crescimento polarizado e trafego de vesiculas do pés-Golgi.
Imagens de miosina-V obtidas de microscopia eletrénica por técnica de
sombreamento rotatorio (Cheney et al., 1993) mostram tratar-se de um
dimero (fig. 2) com duas cabecas gigantes, orientadas em T ou Y, ligadas
por segmentos de dupla alfa-hélice, e uma regido C-terminal globular. A
cauda se divide nas regides proximal, medial e distal. Na regido proximal
predomina a estrutura em alfa-hélice, que ndo acarreta a formagdo de
filamento. A regido medial da cauda contém a sequéncia PEST, associada

a protedlise intracelular por calpaina (Larson, 1996).

Foi demonstrado por Prekerris e Terrian, em 1997, através da
combinagao de técnicas de imunopurificacdo, extracao, ligacdes cruzadas e
ensaios de co-precipitagdo, que o dominio cauda da miosina-V forma um

complexo estavel com proteinas da membrana de vesiculas sinapticas,
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Figura 2: Modelo esquematico da estrutura quaternaria de miosina-V.




sinaptobrevina-ll e sinaptofisina. O dominio citoplasmatico do complexo
sinaptofisina-sinaptobrevina pode funcionar como um compartilhador da

ligagéo de miosina-V, formando um complexo multimérico.

O dominio pescoco ou regulatorio de miosina-V , presente na maioria
das miosinas, é responsavel pela ligagdo das cadeias leves. Nele ha seis
motivos (IQ) para ligagdo de cadeias leves da superfamilia das

calmodulinas.

O controle da motilidade é bastante complexo, e deve haver uma
rede de conexdes entre os sistemas motores. Uma evidéncia deste fato foi
a caracterizagdo molecular do complexo dinactina sugere que este possa
ser o local de coordenagdo dos sistemas de motilidade baseados em

tubulina e actina (Langford, 1995).

Montell e Rubin, 1988 mostraram que o gene NinaC de Drosophila
codifica um par de proteinas, essencial para a formagdo normal dos
rabdémeros dos olhos compostos. A estrutura primaria desta proteina
apresenta em sua regiéo C-terminal, homologia com o dominio cabeca de
miosina-l, e do lado N-terminal, homologia com o dominio catalitico de uma
serina-cinase. Neste mesmo inseto identificou-se o gene que codifica
miosina-V. Estudos de caracterizagdo molecular mostraram que o dominio
motor desta proteina apresenta maior semelhanga a miosina-V de humanos
e outros mamiferos do que a de S. cerevisae e C. ellegans (fig. 3).
Verificou-se abundéncia desta proteina nos estagios embrionarios de
drosofilas, periodo em que ha alta atividade celular (Bonafe e Sellers,
1998).

Associada as membranas do complexo de Golgi, foi detectada por
Baumann et al,, a presenca de dineinas e miosinas ndo convencionais em

células fotorreceptoras de abelhas. Entretanto, nada se conhece sobre os



mecanismos de motilidade celular nestes insetos. Seu sistema nervoso é

bastante complexo, se comparado ao de outros insetos. Consiste de um
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Figura 3: Modelo esquematico das relagdes filogenéticas das miosinas da
classe V (Bonafé e Sellers, 1998).
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cérebro e um corddo nervoso ventral. Cerca de trezentos e quarenta mil
neurénios (aproximadamente um tergo do cérebro das abelhas),
denominados em conjunto “corpos de cogumelo” (fig 4.) , estdo associados

3 memodria olfatéria e tomada de decisdo. Existem dois calices em cada

corpo de cogumelo (MB), contendo dois tipos morfologicamente distintos de
neuronios: células Kenyon grandes e pequenas. Em Drosophila ha somente
um calice em cada MB, contendo neurdnios indistintos morfologicamente.
Oleskevich et al., (1997) relatam que uma resposta monossinaptica pode
ser registrada apds estimulagéo olfatéria e que a plasticidade sinaptica
exibida pela abelha & semelhante, em muitos modos, a plasticidade

relatada no hipocampo de mamiferos.

As estruturas dos MB de cérebro de abelhas, além de bem
desenvolvidas em relagdo as de outros insetos, apresentam-se plasticas,
podendo sofrer alteragdes estruturais e de volume, mesmo no inseto adulto.
A relagao entre o volume do MB e o corpo de uma operaria & de cerca de
12%, enquanto em Musca domestica (mosca) e Schistocerca gregaria

(gafanhoto) esta relagdo é de apenas 2% (Kamikouchi et al., 1998).

11
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Figura 4. Modelo esquematico do sistema olfatério de abelhas.
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il. OBJETIVO

A escassez de estudos bioquimicos de motores moleculares em
invertebrados, especialmente em abelhas motivou a execugédo do presente
estudo, que visou a identificagdo de motores moleculares, principalmente
miosina-V em ganglios cerebrais de larvas de Apis mellifera e Melipona

scutellaris.
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lll. MATERIAL E METODOS

Material Biolégico

As larvas (pré-pupas) de M. scutellaris foram obtidas no Meliponario
Uberléndia da UFU. As de A. melliifera foram retiradas de colénias no
Campus Umuarama da UFU e Apiario Girassol. Quando ainda nao haviam
atingido o estagio desejado, as larvas eram mantidas em estufa FANEM 2
32°C, acondicionadas em placas de petri, com papel de filtro e chumaco de
algodao Uumido.

Dissecacgao dos Ganglios (Imai et al., 1988)

Para a obtengdo dos ganglios cerebrais, realizou-se a dissecagdo das

larvas com auxilio de um esteromicroscépio. Separou com pingas a regido

14



anterior, descartando-se a posterior. O tegumento interno foi entso retirado.
Pingou-se trés gotas de agua desionizada, para evitar desidratagdo do
material. Separou-se o ganglio do resto do material. Seu aspecto é
semelhante a um coragdo, geralmente associado ao corddo nervoso
ventral. O géanglio foi entdo conservado em nitrogénio liquido, e o processo

se repetiu, até a obteng&o de aproximadamente 50 ganglios.

Preparagao de amostras de proteina para eletroforese

Os ganglios foram homogeneizados em 500ul tampdo A (2M Hepes, pH
7,7, 10mM EDTA; 2mM EGTA: 5mM ATP; 2mM DTT; 1mM Benzamidina:
0,1mM Aprotinina; 0,5mM PMSF) a baixa temperatura, com um mini-
homogeneizador OMNI-MIXER. Retirou-se uma aliquota de 100ul para
dosagem protéica pelo método de Bradford. Posteriormente centrifugou-se
a amostra a 40.000xG, por 30 minutos, a 4°C. (Hitachi, rotor 27). Descartou-
se o precipitado. Ao sobrenadante adicionou-se 50ul de tampao da amostra
(62,5mM Tris-HCI, pH 6,8; 10% Glicerol: 1% SDS; 0,025% Azul de
Bromofenol; 10% Sacarose: 10ul 2-Betamercaptoetanol).

As amostras de homogeneizado foram aplicadas a concentracdo de 20ug
de proteinas/pogo em mini gel gradiente de 5-22% de acrilamida SDS-
PAGE (Laemmli, 1973). A corrente foi mantida constante (30 mA), até que a
frente do gel saisse da placa. Para determinagdo do peso molecular das
proteinas do gel, utilizou-se padrido SIGMA SDS-7B.

Deteccdo de motores moleculares (Western Blot, quimioluminescéncia
e fosfatase alcalina)

As bandas proteicas foram transferidas do gel para membrana de
nitrocelulose pela técnica de Western blot, segundo Towbin (1979). A

15



tranferéncia foi realizada overnight a 100mV. Deixou-se o blot secar em
papel de filtro, & temperatura ambiente, sendo depois marcadas com lapis
0s pesos moleculares das bandas transferidas do padrdo 7B. Guardou-se
em refrigerador a 4°C. Os blots foram entdo incubados overnight em
solugédo contendo 0,5% leite em pd desnatado diluido em TBS (150mM
NaCl, 50mM Tris-base, pH 8,0), lavados 3 vezes, durante cinco 5 minutos
em TBS. Desta vez as membranas foram incubadas overnight com
anticorpos primarios, produzidos contra os dominios cabeca e cauda de
miosina-V, contra miosinas |, Il, e IX, e contra cadeia intermediaria de
dineina. No dia seguinte, lavou-se novamente as mebranas 3 vezes com
TBS. Incubou-se as membranas com anticorpo secundario conjugado com
peroxidase ou fosfatase alcalina. Apés uma hora de incubacdo, as

membranas foram lavadas pela ultima vez com TBS, 3 vezes por 5 minutos.

As membranas em anticorpo conjugado com fosfatase alcalina foram
reveladas no escuro, incubadas com NBT/BCIP. A reacéo foi paralizada
com TCA 5%, quando fosse bem visivel a coloragdo roxa da banda
marcada. As membranas em anticorpo conjugado com peroxidase, foram
reveladas em camara escura. Para isso, incubou-se 1 minutos com

Entdo colocou-se em um cassete com um filme de raio X e fechou-se o
cassete. Apés 2 minutos de exposicado, retirou-se o filme do cassete para
mergulha-lo em solugdo reveladora, por 1 minuto. O passo seguinte foi
mergulhar o filme em agua, e depois, em solugédo fixadora, ambos por 1
minuto. Lavou-se exaustivamente o filme, que foi deixado para secar, a

temperatura ambiente.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil eletroforético visualmente satisfatério, bem como a

concentragao protéica otima (20ul) dos homogeneizados foram atingidos

quando dissecados aproximadamente 50 ganglios larvais.

Outro procedimetno cuja padronizagdo foi crucial para a execugéo
deste trabalho, foi a escolha do melhor tampdo de homogeneizagdo.
Inicialmente utilizou-se a técnica de precipitagdo com TCA 5%, que nem
sempre oferecia resultados satisfatérios. Recorreu-se entéo a precipitacao
com ureia, inicialmente eficiente; contudo, ndo se pdde reproduzi-la com
perfeicdo. Finalmente optamos por testar o tampdo de homogeneizagéo
comumente utilizado na extragdo de miosina V de cérebros de bovinos e
pintainhos, descrito anteriormente na se¢do “Material e Métodos”. Obteve-

se entdo o resultado desejado e reprodutivel.
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Detectamos nos homogeneizados totais de ganglios cerebrais de M.
scutellaris a presenca de B-tubulina (componente do citoesqueleto de
microtdbulos) e cadeia intermediaria de dineina (fig. 6). Lembramos que a

dineina utiliza microtubulos come “trilhe” para mover-se.

Infelismente ndo dispiunhamos de anticorpos contra actina. Pudemos
contudo, detectar a presengca das miosinas I-C, I, V, VI e VIl em

homogeneizados de M. scutellaris (figuras 6 e 7).

Os anticorpos por nés utilizados foram obtidos de coelhos, a excegao
dos anticorpos anti-B-tubulina e anti-cadeia intermediaria de dineina, que
foram obtidos de camundongos. Anticorpos de coelhos reconheceram
miosinas de abelhas. Este fato prova que existe homologia entre os
epitopos das miosinas de abelhas e coelhos. O mesmo pode ser dito para a
tubulina e cadeia intermediaria de dineina detectados por anticorpos obtidos

de camundongos.

Os corpos de cogumelo dos himenopteros em geral, e das abelhas
em particular, sdo proporcionalmente maiores do que os da maioria dos
insetos. Neles se processam grande parte dos eventos bioquimicos
responsaveis pela memoria olfatoria, aprendizado e complexidade etologica

das abelhas.

As proteinas detectadas detectadas nos homogeneizados
certamente estdo distribuidas ao longo dos neurénios cerebrais e células
Kenyon, que constituem os corpos de cogumelo. Pode-se inferir que a
presenga dos motores moleculares imunodetectados seja indicio da
existéncia de um complexo sistema de transporte de organelas. E possivel
que haja alguma relagé@o entre o nivel de expressdo destas proteinas e o
nivel de desenvolvimento dos corpos de cogumelos nos insetos. Estudos
futuros de imunolocalizagdo, sequenciamento e clonagem do(s) gene(s)
quecodificam miosina-V poderdo ser de grande importdncia para sua
caracterizagado molecular em Apis mellifera e Melipona scutellaris.

18
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Figura 5: Imunodeteccao revelada por fosfatase alcalina de
homogeneizados totais de ganglios cerebrais de larvas de M.
scutellaris.
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Figura 6: Imunodeteccao revelada por fosfatase alcalina de
homogeneizados totais de ganglios cerebrais de larvas de M.
scutellaris.
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Figura 7: Imunodetecgdo de miosina-V em homogeneizados totais
de ganglios cerebrais de larvas de A. mellifera e M. scutellaris.
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V. CONCLUSOES

* O tampdo de homogeneizagdo utilizado na extracdo de miosina-V de
cérebros de bovinos e pintainho é eficiente para se produzir extratos
protéicos totais de ganglios cerebrais de abelhas.

* Beta-tubulina e cadeia intermediaria de dineina citoplasmatica estio
presentes nos ganglios cerebrais de Melipona scutellaris.

e As miosinas |, Il, VI e VIl estdo presentes em ganglios em ganglios
cerebrias de Melipona scutellaris.

* Miosina-V estd presente em ganglios cerebrais de Apis mellifera e
Melipona scutellaris.
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