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ISOLAMENTO DE UMA FRACAO ENRIQUECIDA EM SINAPTOSOMAS DE
CEREBRO DA ABELHA APIS MELLIFERA UTILIZANDO GRADIENTE
DESCONTINUO DE PERCOLL E IDENTIFICACAO DE MIOSINAS V E VI

ISOLATION OF AN ENRICHED FRACTION OF SYNAPTOSOMES FROM APIS
MELLIFERA BRAIN USING A DISCONTINUOUS PERCOLL GRADIENT AND
IDENTIFICATION OF MYOSINS V AND VI

Maria de Fdatima Rodrigues da SILVA!; Pablo Marco Veras PEIXOTO?; Ana Alice Diniz SANTOS;
Foued Salmen ESPINDOLA?

RESUMO: Os sinaptosomas sdo estruturas vesiculares obtidas do sistema nervoso e constituem excelentes
modelos experimentais utilizados para pesquisas sobre transmisso sinaptica. Este trabalho mostra a preparagéo de
sinaptosomas de cérebro da abelha 4. mellifera a partir de uma fragédo soliivel aplicada sobre gradiente descontinuo
de Percoll. A separagdo resultou em quatro fragdes subcelulares. Os resultados de “Western blots” mostraram a
distribui¢@o especifica da clatrina, miosinas V e VI na camada correspondente a 15% do gradiente descontinuo de
Percoll-sacarose. A analise por meio de microscopia eletronica revelou que esta fragdo também ¢ enriquecida em
sinaptosomas. Fragdes enriquecidas em vesiculas sinapticas de cérebro de abelha e a sua relacdo com proteinas
motoras sdo importantes ferramentas para investigar as bases moleculares do sistema nervoso da abelha em diferentes
estagios de desenvolvimento e condi¢des comportamentais.
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INTRODUCAO miosinas estd composta por 18 classes distintas (BERG
et al., 2001) e apresentam um dominio motor na regido
N-terminal contendo os sitios ligantes de actina e de

hidrélise de ATP, um dominio pescogo contendo sitios

Os sinaptosomas sdo estruturas vesiculares
obtidas a partir de membranas de terminais sindpticos,

contendo os componentes necessarios para a realizagdo
dos processos de exocitose e endocitose como vesiculas
sinapticas, componentes do citoesqueleto e mitocondrias.
Eles representam um importante modelo experimental
para pesquisa sobre transmiss@o sinaptica (NAGY:;
DELGADO-ESCUETA,1984).

Um dos eventos importantes para 0s processos
de endocitose e exocitose € o transporte de vesiculas,
realizado por uma variedade de proteinas motoras que se
deslocam sobre filamentos de actina ou de microtibulos.
Dentre as proteinas motoras, encontram-se as miosinas,
que utilizam a energia do ATP para deslocar sobre o
citoesqueleto de actina. Atualmente a superfamilia de
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ligantes de cadeias leves regulatorias e um dominio cauda
na regido C-terminal que associam as miosinas a suas
cargas. Dentre as diversas classes, as miosinas V e VI
se destacam por transportar vesiculas e organelas em
uma variedade de tecidos de vertebrados e invertebrados
(MERMALL et al, 1998; SELLERS, 2000;
LANGFORD, 2002).

A miosina V foi identificada como uma proteina
ligante de calmodulina presente em cérebro de coelho
(LARSON et al., 1990; ESPINDOLA et al., 1992). Sua
estrutura ¢ formada por um dimero de cadeias pesadas
de 190 kDa que apresenta em seu pescogo seis motivos
1Q para calmodulina, o dominio C-terminal contendo
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regides em super-hélice intercaladas com trés dominios
globulares contém ainda uma cadeia leve que também ¢
subunidade de dineina (ESPREAFICO et al., 1992;
CHENEY et al., 1993; ESPINDOLA et al., 2000).

A miosina VI € um motor molecular amplamente
distribuido em eucariontes superiores, sua estrutura
molecular ¢ composta por duas cadeias pesadas de 140
kDa e duas cadeias leve de calmodulina (KELLERMAN;
MILLER, 1992; HASSON; MOOSEKER, 1994). Ela é
um motor que se desloca em dire¢éo ao final menos dos
filamentos de actina, em oposicdo a dire¢cdo da maioria
das outras miosinas (WELLS et al., 1999, NISHIKAWA
et al.,, 2002; BIEMESDERFER, et al, 2002).

Um dos processos de endocitose de vesiculas é
por meio de vesiculas revestidas de clatrina. Esta proteina
participa do trafego de membranas em todas as células
eucariontes. Nesse processo a clatrina forma uma rede
poliédrica que reveste a membrana a ser endocitada e
facilita seu brotamento em forma de pequenas vesiculas
(PERSE, 1988; 2000; JIN; NOSSAL, 2000).

Estudos recentes indicam que a miosina VI
associa-se a vesiculas revestidas de clatrina por meio da
sua regido cauda. O sentido de deslocamento e co-
localizag@o em vesiculas revestidas tornam a miosina VI
um motor potencialmente envolvido em processos de
endocitose de vesiculas (BUSS et al., 2001a, 2001b;
CROWTHER; PEARSE, 1981).

As abelhas 4. mellifera sdo insetos que
apresentam um comportamento social complexo, memoria
olfatoria e capacidade de aprendizado. Estas habilidades
associadas a um sistema nervoso simples as tornam um
interessante modelo para estudos das bases moleculares
de seu comportamento. Dessa forma, este trabalho teve
como objetivo a obten¢do de sinaptosomas a partir de
cérebro desse inseto. Para isso foi utilizado o método de
fracionamento em gradiente Percoll-sacarose conforme
descrito por Nagy e Delgado-Escueta (1984) e modificado
por Dunkley et al. (1998). A preparag@o foi caracterizada
por meio de microscopia eletronica e pela detecgdo de
proteinas relacionadas com o transporte de vesiculas.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste trabalho foram coletadas
abelhas operarias A. mellifera da colméia localizada na
area de pesquisa do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Uberlandia.

As abelhas foram anestesiadas com éter etilico
e os cérebros foram rapidamente dissecados e colocados
em solugdo salina tamponada a 4° C.

A homogeneizag@o seguiu o método de De Lima
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et al. (1998) adaptado para os cérebros de abelha.
Sessenta cérebros foram homogeneizados em tampé@o
contendo glicose 10 mM, NaCl 200 mM, KCI 5,4 mM,
MgSO, 0,8 mM, Hepes 25 mM tendo seu pH ajustado
com TRIS para 7,4 e acrescido dos inibidores de proteases
PMSEF 0,5 mM, aprotinina 0,1 mM e benzamidina 1,0 mM.
A homogeneizagio foi realizada em potter-Elvejhem a
uma velocidade de 800 rpm, com intervalo de um minuto
a cada cinco homogeneizag¢des. Estes passos foram
repetidos seis vezes. Em seguida o homogenato foi
centrifugado a 1000 xg por 10 minutos. A fracdo S1
resultante da centrifugacéo foi cuidadosamente colocada
sobre o gradiente descontinuo de Percoll-sacarose para
o fracionamento subcelular.

A obtenc¢do de sinaptosomas baseou-se no
método descrito por Nagy e Delgado-Escueta (1984) e
adaptado por Dunkley et al. (1998). O gradiente foi
preparado a partir de dilui¢des do Percoll em solucéo
contendo sacarose 0,32 mM, EDTA ImM, DTT 25 mM,
pH 7,4 ajustado com NaOH. O gradiente em tubo de
policarbonato com capacidade para 15 mL consistiu em
2 mL de cada umas das seguintes concentragdes de
Percoll-sacarose: 23%, 15%, 10% e 3%.
Aproximadamente 2,0 mL da fragdo S1 foram aplicadas
sobre este gradiente, seguindo-se centrifugacdo na
centrifuga da marca Hitachi, modelo Lumac CR 21 com
rotor de angulo fixo a 15.000xg, por 5 minutos. As fragdes
foram coletadas com pipetas de ponta fina e lavadas duas
vezes com 0 mesmo tampdo em que os cérebros foram
homogeneizados com centrifugacéo de 32.500xg por 15
minutos. Estas fragdes foram preparadas para analise
por meio de microscopia eletronica e “Western blots™.

As amostras foram aplicadas em gel de
poliacrilamida (5 a 16%) (SDS-PAGE) como descrito por
Laemmly e Favre (1973). “Western blots” foram
realizados segundo o método descrito por Towbin et al.
(1979). Os polipeptideos do gel foram eletrotransferidos
para membrana de nitrocelulose e em seguida, foram
bloqueadas com leite desnatado. Apos o bloqueio, as
membranas foram incubadas com anticorpos primarios
seguindo-se incubacdo com anticorpoS secundarios e
reveladas com substratos apropriados. Os anticorpos
utilizados foram: anti miosina VI preparado em coelho
contra a cauda de miosina VI de porco; anticorpo policlonal
contra cabeca miosina V de pintainho preparado em
coelho; anti clatrina obtida da Transduction; anticorpos
secundarios anti IgG de coelho e anti IgG de camundongo
da Boeringher. As dosagens de proteinas foram feitas
pelo método de Bradford (1976).

Para analise morfoldgica por microscopia
eletronica, as fragdes coletadas do gradiente Percoll-
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sacarose foram fixadas em solugéo de glutaraldeido 2%,
paraformaldeido 2% diluidos em tampao cacodilato de
sodio 0,1 M pH 7,3. As amostras foram pos-fixadas em
tetroxido de dsmio reduzido (tetroxido de 6smio a 1%
com ferrocianeto de potassio a 1,5%), infiltradas em resina
de polimerizagdo Epon e cortadas em ultramicrétomo
Reichertl. Os cortes depositados em grades de cobre e
submetidos a dupla contrastagdo com acetato de uranila
a 3% (WATSON, 1958), citrato de chumbo a 1%
(REYNOLDS 1963) e examinados no microscopio
eletronico de transmissdo EM-109 da Zeiss.

SILVA, M. F. R. et al

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fracionamento subcelular e analise bioquimica de
sinaptosomas

Neste trabalho, foi utilizado o método de gradiente
descontinuo de Percoll-sacarose para a separagdo de uma
fragao soltivel (S1) de cérebro de abelha resultando em
quatro fragdes subcelulares. O Percoll é uma solugéo
coloidal néo toxica utilizada com eficiéncia para a obtengao
de sinaptosomas integros e funcionais tanto de
vertebrados quanto de invertebrados (NAGY;
DELGADO-ESCUETA, 1984; DUNKEY et al, 1994;
NICHOLSON; CONNELLY, 1991). A figura 1A mostra
os passos da preparagdo de Sl e a figura 1B mostra o
tubo contendo o gradiente descontinuo e a distribuigéo
das fracSes ao longo deste gradiente.

60 cérebros
Homogeneiza¢ao
6x (800rpm) com intervalo 1’a cada 5
homogeneizag¢oes
descartado 10" /1.000 xg/ 4° C
3%
Sobrenadante S1
10%
5’a 15.000xg 4° C )
gradiente Percoll 15%
Fracionamento
subcelular
23%

Figura 1. Esquema da preparagéo de sinaptosomas por centrifugacdo em Percoll-sacarose.
A - Esquema mostrando as etapas de obtencéo de sinaptosomas. B - Fotografia das fragdes obtidas de S1
no fracionamento por gradiente Percoll-sacarose. S1- sobrenadante; P1- precipitado.
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A analise por “Western blot” (figura 2), das
fragdes subcelulares, mostrou que as proteinas motoras
miosinas V e VI e a clatrina, uma proteina que atua na
reciclagem de vesiculas, localizaram-se na fracéo
correspondente a banda de 15% do gradiente Percoll-
sacarose. As proteinas motoras miosina V e miosina VI
detectadas nesta preparacdo tém como uma de suas
fungdes o transporte de vesiculas. A miosina V € um motor
molecular cujas propriedades bioquimicas sdo
intensamente investigadas. Mani e colaboradores (1994)
foram os primeiros a mostrar sua presenca em
sinaptosomas de rato associada a sintaxina, uma proteina
de vesicula. Prekeris e Terrian (1997), mostraram que a
miosina V associa-se a vesiculas sinapticas via o
complexo de proteinas sinaptofisina/ sinaptobrevina. A
miosina V também se encontra associada a proteinas de
vesiculas VAMP/sinaptobrevina (OHYAMA et al., 2001)
e proteina calmodulina quinase Il (COSTA et al., 1999).
Estudos bioquimicos de fragdes microssomais de cérebros
de pintainho e rato mostraram que a miosina V esta
fortemente associada a vesiculas sendo que esta
associacdo ¢ mantida sob diversas condi¢des como a
presenca de alta concentracdo de sal, ATP ou detergente
e s0 é rompida em condi¢des drasticas como a presenca

A B

MiosinaV  Miosina VI
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de tiocinato ou pH elevado (EVANS et al., 1998).

Ensaios de imunoprecipitacdo de miosina V a
partir de sinaptosomas confirmaram que a miosina V
associa-se a CaM quinase I e proteinas de vesicula como
sinaptofisina e sintaxina. Foi demonstrado também que a
miosina V ¢ clivada por calpaina na presenca de calcio
em sinaptosomas despolarizados sugerindo que esta
proteina esteja envolvida em eventos sinapticos
relacionados com a sinalizagio por calcio (CASALETTI
etal., 2003).

A participag@o da miosina VI na endocitose de
vesiculas € sugerida por duas caracteristicas importantes,
primeiro, ela é encontrada em associagdo com vesiculas
revestidas de clatrina (BUSS et al., 1998; BUSS et al.,,
2001a); segundo, a miosina VI desloca-se em dire¢ao
contraria a das outras miosinas sobre filamentos de actina,
o0 que possibilita o deslocamento de organelas em dire¢ao
ao interior da célula devido o arranjo do citoesqueleto de
actina na regido cortical das células (WELLS et al, 1999).
A deteccdo de miosina VI e clatrina na fragéo
conrrepondente a 15% do gradiente sugere a presenca
de vesiculas sinapticas ou membranas endocitadas no
interior de sinaptosomas e evidencia que uma das fungdes
da miosina VI possa ser a endocitose de membranas.

C

Clatrina

101523 S1 10 15 23 S1.10 15 23,

180 - o

116 -

84 -
58 -
48.5 -

36.5 -
26.6 -

Figura 2. Identificacdo de miosinas VI, V e clatrina das fracdes do gradiente Percoll-sacarose.
“Western blot” das fragdes coletadas no gradiente Percoll-sacarose correspondentes as concentracdes de
10, 15 € 23%. Foram aplicados 10 g de proteina para cada etapa da preparacéo. A - Fragdes do gradiente
sondados com anti cabe¢a de miosina V. Detec¢do por fosfatase alcalina; B -. Fragcdes do gradiente
sondados com anti miosina VI. C - Fragdes do gradiente sondados com anti cadeia pesada de clatrina. A
esquerda estdo indicados os marcadores de peso molecular.
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Analise ultraestrutural de sinaptosomas de abelha
A mellifera

A microscopia eletronica foi utilizada para analisar
o conteudo da fra¢do contendo miosinas V e VI e clatrina
obtida do gradiente Percoll-sacarose. As analises
mostraram que esta fracdo ¢ de fato enriquecida em
sinaptosomas e que estes foram morfologicamente
preservados (figuras 3 e 4). Os sinaptosomas apresentam
estrutura arredondada com membranas bem definidas,
enriquecidos em vesiculas sinapticas com conteudo

SILVA, M. F. R. et al

elétron-licido. Semelhante a sinaptosomas de gafanhoto
a fracdo sinaptosomal de abelha também ¢ composta por
vesiculas de fundo claro (BREER, 1983). Ainda, sdo
observadas mitocondrias intactas em seu interior. As
caracteristicas morfoldgicas concordam com os critérios
descritos por Nagy e Delgado-Escueta (1984). Porém,
foram observados restos celulares, junto a fragdo
sinaptosomal sugerindo a necessidade de modifica¢des
no protocolo para se obter uma fragdo mais pura.

Figura 3. Eletromicrografia de sinaptosomas colhidos da fracao correspondente a 15% do gradiente Percoll-sacarose.
Observa-se a presenca de varios sinaptosomas (s) contendo no seu interior inimeras vesiculas de fundo
claro e mitocondria (seta). 54.900X. r — restos celulares.

Figura 4. Eletromicrografias mostrando detalhe de sinaptosomas de abelha
A — Sinaptosoma (s) e densidade pos sinaptica (setas) 30.700X; B e C — sinaptosomas (s) contendo
inimeras vesiculas. Note que as vesiculas, em sua maioria, exibem conteudo eletron-licido. m - mitocondria.
30.700X. 60.900X. r - restos celulares.
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CONCLUSAO

Os resultados mostram o fracionamento sub
celular do cérebro de 4 mellifera em gradiente de
Percoll-sacarose. Analise por microscopia eletronica
revelou a presenca de sinaptosomas na fracéo coletada
na regido correspondente a 15% do gradiente Percoll-
sacarose. As proteinas motoras miosinas V e VI e
clatrina, uma proteina de vesicula concentram-se na
fragdo sinaptosomal do cérebro deste inseto. Este
trabalho abre perspectivas para a utilizagdo de
sinaptosomas no entendimento da neuroquimica deste
inseto em suas diversas fases de desenvolvimento e
diferentes condi¢cdes comportamentais.
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ABSTRACT: Synaptosomes have been used as model system for investigating presynaptic phenomena. In

the present study, we describe the synaptosome preparation of Apis mellifera brain. A S1 brain fraction in Percoll
gradient originated four subcellular fractions. “Western blots™ data show that myosin V, myosina VI and clathrin are
in the 3nd fraction. As demonstrated by electron microscopy, synaptosomes were found in this fraction. Based on the
presence of myosin V and VI in the fractions containing synaptosomes, we suggest their association with synaptic
vesicles. The attainment of synaptic vesicle enriched fractions from bee brain and the investigation of the motor
proteins are important tools to investigate, in a molecular basis, the nervous system of bees in different development
and behavioral conditions.

UNITERMS: Honeybee brain, Synaptosomes, Synaptic vesicle, Myosin V, Myosin VI, Apis mellifera.
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