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RESUMO

Originalmente conceituava-se a mielina como uma inovacgéao evolutiva exclusiva
dos vertebrados com mandibulas, capaz de permitir o aumento na velocidade de
transmissdo de impulsos nervosos gracas a transmissdo saltatoria. Este conceito
tem sido desafiado pela identificacdo de estruturas morfologicamente equivalentes a
mielina em grupos independentes de invertebrados, incluindo anelideos e
crustaceos capazes de garantir propagacdo de impulsos nervosos em velocidades
superiores a de vertebrados. Até o presente momento, a maioria das descricfes da
mielina dos invertebrados € baseada em dados morfologicos e mostram lamelas
com variados graus de compactacéo e origem celular, envolvendo espiralmente ou
concentricamente axbnios de diversos calibres nos apéndices corporais ou corddes
nervosos destes animais. Para estabelecer as origens evolutivas da mielina e a
relacdo intergrupo, elementos importantissimos, como a descricdo das proteinas
componentes, estdo faltando. Este trabalho teve como objetivo realizar uma analise
do conteudo protéico da mielina do camardo Litopenaeus vannamei. Para identificar
as proteinas componentes das lamelas da mielina uma sub-fracdo enriquecida em
mielina preparada a partir do corddo nervoso ventral de animais adultos foi
submetida a analise protedmica pela técnica de identificagdo multidimensional de
proteinas (MudPit). MudPit foi escolhido para otimizar a chance de deteccdo de
proteinas carregadas ou transmebranas, que ndo séo detectadas por 2D-PAGE. Dos
23668 peptideos detectados, 311 proteinas foram identificadas através do emprego
dos algoritmos Mascot e Blast, entre as quais proteinas constituintes do sistema
nervoso previamente reportadas nas fracdes de mielina de vertebrados. Quando
proteinas tipicas da mielina de vertebrados foram procuradas, apenas peptideos
relacionados a proteina proteolipidica (PLP) foram identificados. Uma busca
complementar por sequéncias de PLP no banco de dados de ESTs de L. vannamei
resultou na identificacdo de sequéncias adicionais. Estes achados demonstram que
as proteinas presentes na mielina do L. vannamei refletem um perfil semelhante a
fracbes de mielina de vertebrados, e também a identificagdo de sequiéncias
relacionadas a PLP, uma das proteinas mais abundantes na mielina dos tetrapodes,
pela primeira vez. Com base na identificacdo de multiplos peptideos correspondendo
a dominios imunoglobulina tipicos de proteinas de adesdo na fracdo de mielina do
camarao, utilizamos um anticorpo capaz de reconhecer as duas isoformas da
glicoproteina associada a mielina (MAG) de mamiferos em cortes de cordao nervoso
de L. vannamei. Os resultados demonstraram uma ligagdo especifica que deverao
ser explorados com estratégias complementares a fim de se confirmar a identidade
do antigeno presente na mielina do camardo. Estes resultados sugerem a presenca
de proteinas com caracteristicas proximas as ja descritas na mielina dos vertebrados
na mielina de L. vannamei. Estes achados, somados a estratégias complementares,
podem contribuir para o melhor entendimento do surgimento da mielina ao longo da
evolucao e da relacao entre os grupos de animais que apresentam mielina.
Palavras-chaves: Camarao, Litopenaeus vannamei, mielina, protedbmica, PLP, MAG.



ABSTRACT

Originally, the concept of myelin considered it an evolutionary innovation
exclusive to jawed vertebrates, but that dogma has been challenged by the
identification of structures morphologically similar to myelin in invertebrates’
independent groups, including annelids and crustaceans. Until the present moment,
the descriptions of invertebrate myelin are mainly based in morphological data and
shows sheaths with varied compaction and cellular origin wrapped, both spirally or
concentrically, axons with different calibers in appendages and nerve cords. To
establish the myelin evolutionary origins and intergroup relationships, very important
elements are missing, and that work had as objective study shrimps’ myelin from a
molecular perspective. Aiming to identify the proteins components Litopenaeus
vannamei myelin sheaths, a myelin enriched fraction was isolated from adult animals’
nerve cords and submitted to Multidimensional Protein ldentification Technology
(MudPit) proteomic analysis. MudPit was chosen to sidestep the bias of 2D-PAGE
against either highly charged or transmembrane proteins. From the 23668 peptides
detected, 311 proteins were identified, using the algorithms Mascot and Blast, among
which several are nervous system constituents previously reported in vertebrates’
myelin fractions, and many immunoglobulin peptides. When vertebrate myelin typical
proteins were pursued, however, only peptides related to proteolipid protein (PLP)
were identified. Further search for PLP was performed in the L. vannamei genome
sequence incomplete database and resulted in the identification of additional
sequences. These findings demonstrates that shrimp myelin have a proteic profile
similar to vertebrates’ myelin fractions, also was identified, for the first time in that
specie, amino acid sequences related to PLP, one of the most abundant protein in
tetrapods’ myelin. Based on the identification of multiple peptides corresponding to
immunoglobulin domains typical from adhesion proteins, was used an antibody that
recognizes both mammalians’ myelin associated glycoprotein (MAG) isoforms in L.
vannamei nerve cords’ frozen section. The results showed a specific binding that
needs to be explored with complementary strategies to confirm the identity of
shrimp’s myelin antigen. This result suggests the presence, in L. vannamei myelin, of
proteins with similar characteristics to those described in vertebrate myelin. These
findings, summed to complementary strategies, can contribute to know better
myelin’s advent in evolution and the relationship among myelinated animals groups.
Key-words: Shrimp, Litopenaeus vannamei, myelin, proteomic, PLP, MAG.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBJETIVOS



1 Introducéo

1.1 Mielina

Durante a evolugao, mecanismos que aumentassem a velocidade de conducao
dos impulsos nervosos tornaram-se vantajosos para 0S organismos que O0s
possuissem e a rapida conducdo dos impulsos foi uma prioridade para o sistema
nervoso destes animais. Dentre 0s mecanismos surgidos para a resolucdo deste
problema encontram-se o aumento do calibre axonal e a bainha de mielina (Hartline
e Colman, 2007).

Além disso, por permitir que finas fibras nervosas possam transmitir o impulso
nervoso rapidamente, a presenca de mielina levou a compactagdo dos sistemas
nervosos. O processo de mielinizacdo também representa um dos melhores
exemplos de cooperacdo célula-célula. A diferenciagdo funcional das células
formadoras de mielina é dependente e é governada pelo contato fisico com os
axbnios do neurdnio (Trapp et al., 2004). Ela ainda promove uma rapida e repetitiva
comunicagdo entre os neurdnios e modula a maturacdo e a sobrevivéncia dos
axonios (Trapp et al., 2004).

A bainha de mielina consiste em uma série de camadas de membranas ricas
em lipidios, incluindo altas propor¢cdes de cerebrosideos, que no caso dos
vertebrados s@o galactocerebrosideos, e acidos graxos de cadeia longa (Rummler et
al., 2004). Ela € uma estrutura multilamelar que contorna e envolve o0s axdnios
maiores que 1 m de diametro de vertebrados, tendo origem em processos celulares
das células de Schwann no sistema nervoso periférico e nos oligodendrécitos no
sistema nervoso central destes animais.

A mielinizacdo é essencial para a rapida propagacao dos potenciais de acao e

das funcdes neurolégicas normais (Yin et al., 1998). Para a mielina alcancar suas



propriedades isolantes, estruturas ndo condutoras e moléculas aquosas do
citoplasma devem ser removidas das lamelas membranosas (Waxman e Bangalore,
2004). Durante sua formacdo, a mielina exclui a maioria dos seus materiais
extracelulares e citoplasmaticos fundindo as superficies citoplasmaticas da sua
membrana plasmatica, formando uma estrutura chamada linha densa maior. As
superficies exoplasmicas da membrana plasmética também se fundem, formando as

linhas intra-periodo, conforme mostrado na figura 01 (Rummler et al., 2004).

Major dense
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Figura 01 — Diagrama da estrutura da bainha de mielina. No sistema nervoso periférico, a
célula de Schwann (SC) circunda o axénio (AX). As linhas densas maiores (major dense lines)
representam a aposi¢do da superficie citoplasmatica, enquanto as linhas intra-periodo (intraperiod
line) representam a aposi¢ao das superficies extracelulares.

Adaptado de Quarles, 2002.

Enquanto as células de Schwann podem mielinizar apenas um axbnio, 0s
oligodendrdcitos podem mielinizar varios, podendo chegar até 100 axbnios
mielinizados pelo mesmo oligodendrocito. O corpo celular do oligodendrécito,
diferente da célula de Schwann, usualmente ndo envolve a sua bainha de mielina e
€ conectado com ela via pequenas pontes citoplasmaticas (Waxman e Bangalore,
2004), como representado na figura 02. Outras diferencas também existem nas
fibras mielinizadas do sistema nervoso central e do sistema nervoso periférico,
podendo ser citadas a presenca de lamina basal apenas em torno das fibras

mielinizadas do sistema nervoso periférico (Trapp e Kidd, 2004).
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Figura 02 — Representagdo de um neurdnio mielinizado no sistema nervoso central (a) e no
sistema nervoso periférico (b), mostrando suas diferengas e partes.
Adaptado de Poliak e Peles, 2003.

Morfologicamente, a mielina pode ser dividida em dois tipos: compacta e néo
compacta. Na mielina compacta, o espaco extracelular entre as lamelas adjacentes
tem cerca de apenas 2 nm de espessura, € 0 citoplasma foi excluido do
compartimento. Por outro lado, a mielina ndo compacta € menos densamente
empacotada, tendo o espaco extracelular entre 12 e 14 nm. O espaco intracelular €
grande o0 bastante para manter quantidades significantes de citoplasma e
citoesqueleto.

A estrutura de um axdénio mielinizado é dividida em dominios conforme é
envolvido por mielina compacta e ndo compacta e ainda de acordo com sub-regides
dentro destas regides. Regibes de mielina ndo compacta incluem as incisuras de
Schmidt-Lanterman, as membranas abaxonal (que € exposta e interage com o
ambiente externo) e adaxonal ou periaxonal (que contacta diretamente com o
axbnio) e os segmentos proximos aos Nodos de Ranvier. Estes dominios,
representados na figura 03, carregam um elenco de proteinas especificas bem

definido (Kursula, 2008).
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Figura 03 — Regides da bainha de mielina.
Adaptado de Snipes e Suter, 1995.

A presenca de mielina reduz a capacitancia e aumenta a resisténcia nas
regides internodais. Nos neurbnios mielinizados, a corrente passa entre os nodos de
Ranvier, que sdo areas ndo mielinizadas dos ax6nios de 1-1,5 m no sistema
nervoso periférico e 1-10 m no sistema nervoso central (Fig.01), enriquecidas em
canais de sodio voltagem dependentes, em um tipo de conducdo de corrente
chamada de transmissdo saltatoria. Nos locais em que envolve o ax6nio, a bainha
diminui a capacitancia transversa entre o lado interno e externo da fibra nervosa, isto
€, reduz a capacidade dos internodos de armazenar energia elétrica, reduzindo a
passagem de corrente na superficie internodal (Hartline e Colman, 2007). Esta é
uma maneira de garantir a velocidade dos impulsos elétricos em uma maneira
energeticamente econdmica, prevenindo o “desperdicio” de ions ao longo dos
segmentos insulados do axénio (Sousa e Bhat, 2007), ja que a mielina age como um
isolador em torno do axonio.

Embora em menor propor¢cdo em relacdo aos lipidios, a composi¢do protéica
da mielina de vertebrados, especialmente de mamiferos, estd bem descrita e é
bastante caracteristica (Trapp e Kidd, 2004). Parte disto se deve a protocolos de
subfracionamento celular capazes de isolar fragGes enriquecidas de mielina a partir

de tecido nervoso (Norton e Poduslo, 1973). As proteinas presentes na mielina do



sistema nervoso central (SNC) e do sistema nervoso periférico (SNP) dos
vertebrados apresentam ainda algumas variagdes em composi¢ao e em proporgao.
Dentre as mais caracteristicas na mielina compacta dos vertebrados, as
proteinas encontradas incluem a proteina PO, a proteina basica de mielina (MBP), a
proteina P2 e a proteina de mielina periférica de 22 kDa (PMP-22) no sistema
nervoso periférico, e a proteina proteolipidica (PLP) e as MBPs no sistema nervoso
central. Ja na mielina ndo compacta, a glicoproteina associada a mielina (MAG) e a
2',3'-nucleotideo ciclico 3'-fosfodiesterase (CNPase) estdo presentes tanto no
sistema nervoso central quanto no periférico, enquanto a glicoproteina da

mielina/oligodendrocito (MOG) encontra-se apenas no central.

1.2 Proteina proteolipidica (PLP)

A familia de proteinas proteolipidicas compreende proteinas tetraspan
associadas a lipideos amplamente distribuidas entre os diversos grupos animais,
gue evolutivamente apareceram no Bilateria ancestral de protostomios e
deuterostbmios. As proteinas proteolipidicas também sao conhecidas como
lipofilinas estdo presentes tanto em animais mielinizados e ndo mielinizados,
incluindo diversos grupos de invertebrados (revisado em Mobius et al., 2008). Estas
proteinas tém como caracteristica apresentar dominios transmembrana
intersectados por pequenos loops hidrofilicos variaveis (Mobius et al., 2008). Um dos
membros desta familia, a proteina proteolipidica, € uma das proteinas mais
abundantes da mielina dos tetrapodes.

A proteina PLP, abreviada do inglés proteolipid protein, é essencial para a

formacdo da bainha de mielina e € requerida para a manutencao estrutural da

bainha, preenchendo os espacos da linha intraperiodo da mielina. A proteina



proteolipidica e sua isoforma, gerada por splicing alternativo, sdo as proteinas mais
abundantes na mielina do sistema nervoso central de mamiferos.

Entre os vertebrados o padrdo de expressdao dos diferentes homologos
proteolipidicos varia significantemente e € ainda mais complexo pelo splicing
alternativo do gene PLP, que codifica a PLP e a DM-20. Enquanto 0s peixes
cartilaginosos e teledsteos apresentam apenas a DM-20 e os anfibios expressam
somente a PLP, os outros tetrapodes tém diferentes quantidades de ambas as
isoformas, diferentemente segregadas nos sistemas nervoso central e periférico
(Yoshida e Colman, 1996).

A PLP difere de sua isoforma, chamada DM-20, pela presenca de uma
sequéncia de 35 aminoacidos presentes no segundo loop intracelular, codificada
pelo éxon 3, especifico para a isoforma PLP.

Originalmente a PLP era considerada uma das caracteristicas que definiam um
oligodendrdcito, mas descobriu-se sua expressao em outros tipos de células gliais,
incluindo células de Schwann formadoras ou ndo de mielina. Alguns tecidos nédo
neurais também expressam PLP/DM-20, sendo que ambas isoformas estdo
presentes no timo e no baco fetal, e apenas a DM-20 € encontrada no coracao.
Quando o gene é ativado em outros tecidos, usualmente é expressa a isoforma DM-
20 (Hudson, 2004).

Esta proteina apresenta uma gama variada de fungbes, sendo que
provavelmente muitas ainda nao foram descritas. Estudos em transgénicos
demonstraram que camundongos knockout para o gene PLP tém defeitos na linha
intraperiodo, o que resulta em velocidades de conducdo reduzidas e coordenacao
neuromotora reduzida (Rosenbluth et al., 1996). A PLP pode agir como uma proteina
formadora de poro, permitindo a transferéncia uni ou bidirecional de varios ions.

Imagina-se que a PLP ndo mantenha a ordem da estrutura da mielina apenas



fisicamente, mas também contribua no equilibrio ibnico da lamela formando poros e
liberando informacdo para a rota de sinalizacdo do inositol hexaquifosfato
(Yamagushi et al., 1996). Outra funcdo exercida pela PLP ja descrita € que ela &
requerida para o transporte da Sirtuina 2 no sistema nervoso central de mamiferos e
atraveés disso ter um importante papel na neuroprotecédo (Werner et al., 2007).

Uma alta conservagdo € observada na sequéncia da PLP entre diversas
espécies de mamiferos, mostrando que intensas pressdes seletivas moldaram esta
proteina, e sabe-se que em humanos, nenhuma mudanca na PLP é bem tolerada, o
gue ocasiona na doenca de Pelizaeus-Merzbacher (Hudson, 2004; Mobius et al.,
2009). Muitas mutagbes na PLP resultam em profundas anormalidades nos
oligodendrocitos  pré-mielinizagdo, incluindo diminuicio no numero de
oligodendrdcitos maduros, morte prematura de oligodendrécitos, oligodendrdcitos
anormais, inclusbes e distencdes de organela e aumento da proliferagdo de
oligodendrdcitos (Yamagushi, 1996).

Durante a evolugdo dos tetrdpodes, a PLP substituiu a imunoglobulina proteina
zero (PO) como mais abundante proteina do sistema nervoso central (Yoshida e
Colman, 1996; Mobius et al., 2009). O gene vertebrado ancestral codifica apenas a
isoforma DM-20 e é coexpresso com a proteina zero nos peixes cartilaginosos
(Kitagawa et al., 1993; Yoshida e Colman, 1996). Este gene surgiu pela duplicacéo
de um gene ancestral chamado M6B (Schweitzer et al., 2006). O sequenciamento
gendmico do Takifugu rubripes estabelece a falta de uma regido de 105 pares de
bases que leva a expressao da PLP nos tetrapodes (Venkatesh et al., 2001). Em
anfibios sabe-se que apenas a PLP é transcrita, enquanto que nos demais

tetrapodes o éxon 3, PLP-especifico, esta presente, mas ambas isoformas sé&o

transcritas por splicing alternativo. Evolutivamente, acredita-se que a DM-20



ancestral adquiriu o éxon especifico da PLP, ap6s a PLP/DM-20 ter se tornado o
componente mais abundante na mielina do sistema nervoso central.

As isoformas do gene PLP n&o apresentam a mesma funcdo, no camundongo
a DM-20 é incapaz de suprir as funcdes da PLP na mielina do sistema nervoso
central (Sporkel et al., 2002). O caréter hidrofébico da PLP é refor¢cado por ligacdes
covalentes de acidos graxos de cadeia longa. Na DM-20 faltam dois dos seis sitios
de acetilagdo presente na PLP, uma perda que reduz a hidrofobicidade da DM-20
guando comparada a PLP, e isto altera as propriedades adesivas desta proteina. A
mielina composta apenas de DM-20 acumula bolsdes citoplasméticos e apresenta
periodicidade aumentada nas lamelas. Sabe-se, entdo, que a DM-20 ndo consegue
suprir as fungdes da PLP nos oligodendrocitos (Hudson, 2004).

O gene primordial da familia da lipofilina surgiu nos invertebrados (Stecca et
al., 2000) e os membros desta familia apresentam uma alta conservacdo dos
aminoacidos nos quatro dominios transmembrana, enquanto o0s dominios
extracelulares apresentam maior variabilidade (Weimbs e Stoffel, 1992). Seqiiéncias
homologas a esta familia sdo encontradas também em grupos de Bilateria que néo
apresentam mielina, 0 que sugere que estes proteolipidios foram recrutados para
mielina a partir de outras funcdes celulares (Mobius et al., 2009). Diversas proteinas
desta familia sdo expressas no sistema nervoso, como a M6, nos invertebrados e a
M6A e M6B em vertebrados.

Estudos recentes demonstram que o gene da PLP estd presente apenas nos
vertebrados tetrapodes, mas consideram que um unico gene M6/proteolipidio surgiu
no ancestral de Bilateria antes da divergéncia dos protostomios e deuterostomios
(M0bius et al., 2009).

A proteina M6 ja foi descrita em Drosophila, sendo que ela apresenta o gene

com a mesma organizacao estrutural que as homologas de vertebrados e imagina-



se que cumpra as mesmas funcdes, o que ainda nao foi confirmado
experimentalmente. N&do ha até o presente momento, indicacdo que esta proteina
tenha sua expressdo aumentada no sistema nervoso destes animais. O cDNA
relacionado a esta proteina foi clonado por Nested PCR no copepddo Calanus
finmarchicus e ele apresenta 46% de similaridade com a M6B de camundongo

(Mobius et al., 2009)

1.3 Glicoproteina associada a mielina (MAG)

A MAG, assim abreviada a partir do inglés myelin associated glycoprotein, é
uma glicoproteina expressa nas membranas das células gliais formadoras da bainha
de mielina. A MAG foi primeiramente detectada em um isolado de mielina do sistema
nervoso central de ratos através de experimentos com fucose radioativa (Quarles et
al. 1973), e teve sua sequéncia de aminoacidos descrita por Salzer et al. em 1987.

A MAG é um membro da familia siglec, que € um grupo de proteinas dentro da
super familia das imunoglobulinas e que contém proteinas que séo ligantes de acido
sidlico (siglecs), por isso a MAG também é chamada siglec-4. Ela se liga ao &cido
sidlico através de um sitio de ligacdo no seu dominio N-terminal.

A MAG é expressa na regido da mielina ndo compacta dos sistemas nervosos
central e periférico, sendo seletivamente localizada nas membranas periaxonais dos
oligodendrdcitos na bainha de mielina do sistema nervoso central. No sistema
nervoso periférico, além das membranas periaxonais, a MAG também esta presente
nas incisuras de Schmidt-Lanterman, nos loops paranodais e nos mesax6nios
interno e externo. Além disso, a MAG encontra-se nos paranodos do SNP com uma
expressao alta e nos paranodos do SNC com uma expressdo moderada (Quarles,

2007).



A MAG apresenta cinco dominios extracelulares Ig-like, sendo que o N-terminal
€ do tipo varidvel e os dominios 2 a 5 s@o do tipo constante (Fig. 04). Ela apresenta
no dominio extracelular oito sitios para glicosilacdo N-ligada e os carboidratos
perfazem cerca de 30% de seu peso (Quarles, 2002). Seus oligossacarideos séo
muito heterogéneos. A maioria € do tipo complexo e sédo carregados negativamente
pela presenca do &cido sidlico e/ou sulfato. Ela compartilha um carboidrato
determinante (HNK-1) com diversas outras moléculas que medeiam as interacdes
célula-célula no sistema nervoso em desenvolvimento, incluindo a molécula de

adesédo neural (N-CAM) e L1 (McGarry et al., 1983; Kruse et al., 1984).

MAG

Figura 04 — Representacgédo da estrutura da MAG indicando as por¢des intracelular e
transmembrana e os cinco dominios extracelulares.
Adaptado de Quarles, 2002.

Esta proteina tem um Unico dominio transmembrana e um dominio
citoplasmatico que ocorre em duas formas devido ao splicing alternativo, e assim
originando duas isoformas de MAG (Salzer et al., 1987). As duas isoformas da MAG
sao diferenciadas pelo seu tamanho, sendo que a maior, chamada de L-MAG, tem
peso molecular de 72 kDa, e a menor, chamada de S-MAG, tem peso molecular de
67 kDa e sdo reguladas durante o desenvolvimento. As isoformas compartilham um
dominio comum de 36 aminodacidos, que € seguido pelo dominio carboxi-terminal
isoforma-especifico de 10 ou 54 aminoéacidos, para S-MAG ou para L-MAG,
respectivamente. No sistema nervoso central, a proteina maior é expressa durante a
fase inicial de mielinizacdo, enquanto a menor € sintetizada primariamente quando a
mielinizacdo estd quase completa (Frail e Braun, 1984), sendo que, no camundongo
adulto, ambas as isoformas sdo detectadas em iguais quantidades (Salzer et al,

1987; Pedraza et al, 1991), apesar disso, no cérebro humano adulto, a isoforma



maior predomina (Miescher et al, 1997). Ja no sistema nervoso periférico, a S-MAG
é a forma predominante em todas as idades (Quarles, 2002).

O gene da MAG tem aproximadamente 16 kb, consistindo de 13 éxons que
formam pelo menos quatro formas diferentes de mRNAs, através do splicing
alternativo dos éxons 2 e 12. Enquanto o éxon 2 se posiciona na regidao 5’ nédo
codificante do transcrito, a insercdo do éxon 12 leva a expressdo do dominio
citoplasmatico mais curto, isto é, a isoforma S-MAG, ja que ele tem um cédon de
parada presente, consequentemente, a ndo insercdo deste éxon codifica a isoforma
L-MAG (Kirchhoff et al.,, 1997). Apesar de reguladas diferencialmente no
desenvolvimento, ambas atuam basicamente nas mesmas fungdes, diferindo na
transducgdo dos seus sinais citoplasmaticos.

Esta proteina é altamente conservada durante a evolucdo de vertebrados,
estando presente, além de em mamiferos, répteis e anfibios, em peixes teledsteos
como zebrafish e fugu (Danio rerio e Takifugu rubripes, respectivamente) (Lehmann
et al., 2004). Contudo, as evidéncias experimentais sugerem que ha uma limitada
conservacao de sequéncia citoplasmatica, sugerindo diferentes propriedades entre a
MAG de mamiferos e de peixes na transducédo de sinais (Quarles, 2007).

Por ser expressa tanto na mielinizacdo quanto nos oligodendroécitos e células
de Schwann maduras, a MAG apresenta fungdes na formacdo e na manutengéo da
bainha de mielina, mas suas funcfes primarias sdo diferentes no SNC e no SNP,
sendo que no SNC ela tem como fungao principal a sinalizacdo dos axonios para 0s
oligodendrdcitos para promover a formacdo da mielina e no SNP ela é essencial na
sinalizagdo da célula de Schwann para o axbnio, na manutencdo da bainha
(Quarles, 2002). Ela media o contato entre a glia e o axénio durante o assentamento

da mielina, entdo foi sugerido que ela é critica para a segrega¢éo dos axonios largos



destinados a serem mielinizados e para a extensao linear da célula glial mielinizante
ao longo destes axonios (Owens e Bunge, 1989).

Dados obtidos de animais transgénicos mostram resultados diferentes entre o
sistema nervoso central e o sistema nervoso periférico. Observou-se que a formacao
da mielina é atrasada em camundongos knockout para o gene MAG no sistema
nervoso central (Montag et al., 1994). Comparando com os camundongos do tipo
selvagem, apenas metade dos axdnios dos ganglios retinais foram cobertos por
mielina compacta nos mutantes MAG de dez dias e 0 nervo Optico de mutantes sem
a MAG continham mais ax6nios nao mielinizados e pequenos (Montag et al., 1994;
Bartsch et al. 1997; Li et al., 1998.). Entretanto, a mielinizagcdo no sistema nervoso
periférico ocorre normalmente nos camundongos MAG knockouts (Li et al., 1994).

A expressdo da MAG na superficie dos oligodendrécitos tem um papel na
manutencdo da integridade da mielina (Weiss et al. 2000). Por sua localizacéo,
principalmente nas membranas periaxonais e nos loops paranodais, ela é
claramente envolvida nas interagcdes entre a glia e o axobnio, interagindo com
receptores da superficie dos neur6nios. Diversos receptores foram descobertos
como mediadores da MAG na superficie dos neurbnios, como 0s gangliosideos
GT1b (Vinson et al., 2001) e GD1a (Vyas et al., 2002), e o receptor NOGO-66 (NgR)
(Domeniconi et al., 2002; Liu et al., 2002). Tratamentos in vitro de neurbnios pos
natais de camundongos com a MAG tanto nativa (McKerracher et al., 1994) quanto
soluvel (Tang et al., 1997), resultam em inibicdo do crescimento neuronal através do
NgR. Também in vitro, utilizando-se culturas de neurbnios de camundongos,
observou-se que a MAG interage com o0s seus diferentes receptores no axoénio
dependendo do tipo de neurbnio em que ela esta sendo expressa (Mehta et al.,

2007).



A MAG interage com cada tipo de receptor de uma maneira diferente. A
interacdo com o0s receptores gangliosidicos se d& entre o acido siélico presente nos
mesmos e a arginina 118, dentro do motivo FRG (LQKFRSS), do primeiro dominio
imunoglobulina da MAG (Kelm et al., 1994), enquanto com o NgR se da através do
quinto dominio imunoglobulina (Cao et al., 2007).

Surpreendentemente, sabe-se que, no comeco do desenvolvimento, a MAG
ndo é inibitéria para o crescimento neuronal. A MAG aumenta o crescimento de
neurdnios cerebelares e da medula espinhal jovens e também neurbnios DRG
neonatais de camundongos, por um mecanismo ainda néo elucidado (Johnson et al.,
1989; Mukhopadhyay et al. 1994; Matsuda et al., 1996; Turnley e Bartlett, 1998).

Além do efeito na inibicdo da regeneragcdo neuronal, a ligacdo da MAG com
receptores axonais é crucial para que a interacdo entre a bainha de mielina e o
axbnio se mantenha estavel. Diversos estudos com camundongos knockouts
mostraram anormalidades quando os mesmos eram estudados na fase adulta. Em
um destes estudos foi descrito que camundongos entre 12 e 14 meses
apresentavam reducgéo na velocidade da conducao do impulso nervoso (Weiss et al.,
2001). Estudos bioquimicos no cérebro de camundongos MAG-nulos revelaram
reducdes significantes em diversas proteinas oligodendrogliais consistentes com
oligodendropatia. Apesar das proteinas da mielina compacta nao terem significante
diminuicdo, o que sugere que a falta de MAG leva os oligodendrocitos a formar a
mielina menos eficientemente durante o desenvolvimento e tornando-se distroficos
com o envelhecimento (Weiss et al., 2000), e no sistema nervoso periférico os
camundongos adultos exibiam uma neuropatia caracterizada pela degeneracao dos
axonios mielinizados (Frutttiger et al., 1995; Yin et al., 1998).

Em mutantes apenas para a isoforma L-MAG foi visto que os axonios do

sistema nervoso central eram envolvidos por mielina redundante e que um pouco de



citoplasma dos oligodendrécitos estava presente. Além disso, os mutantes para L-
MAG desenvolveram um rapido tremor no décimo segundo dia pés-natal e
espasmos tonicos na idade adulta. Mas o mais interessante é que os camundongos
mais velhos ndo apresentaram sinais de degeneracdo da mielina e do axénio no
sistema nervoso periférico (Fujita et al., 1998).

Também foi descrito, através de experimentos com camundongos deficientes
de MAG, que a MAG modula o calibre, o espagamento entre os neurofilamentos e a
fosforilacdo dos neurofilamentos dos axonios mielinizados (Yin et al., 1998),
contribuindo para a capacidade da mielina de afetar a estrutura e a estabilidade dos
axobnios mielinizados (Franzen et al., 2001), sendo a degeneracdo semelhante
guantitativamente e qualitativamente tanto no SNC quanto no SNP (Pan et al.,
2005). Além disso, demonstrou-se in vivo que a falta da MAG é associada com a
diminuicdo da atividade de duas quinases, quinase dependente de ciclina-5 (cdk5) e
extracellular signal regulated kinases 1 e 2 (ERK 1/2), o que leva a uma diminui¢céo
na fosforilagcdo dos neurofilamentos (Quarles, 2002).

A MAG esta envolvida em algumas doencas autoimunes tais como a
neuropatia anti-MAG e a mdltipla esclerose, mas as relagdes dela com esta ultima
ainda nao estado bem resolvidas, e ainda nao foi descrita nenhuma doencga causada
por uma mutagdo no gene da MAG. Entdo, os danos fisiolégicos mais comuns

relacionados a MAG séo ligados a sua capacidade de inibir regeneracao.

1.4 Mielina em invertebrados

A mielina esta ausente nos membros primitivos da linhagem dos vertebrados,
como o0s peixes-bruxa e as lampreias (Bullock et al., 1984). O primeiro vertebrado
mielinizado parece ter sido um placoderma (Zalc, 2006), o ancestral dos tubardes e

peixes 6sseos. Apesar de este ser um tema polémico, na década de 50 j4 se



considerava a presenca de bainha de mielina em organismos invertebrados e
estudos desta época ja indicavam a presenca de lipidios e proteinas orientadas da
mesma maneira na bainha de invertebrados e vertebrados (Geren e Schmitt, 1954).
No inicio dos estudos do sistema em microscopia, as bainhas de mielina foram
descritas em vertebrados e invertebrados, mas com o advento da microscopia
eletrbnica a mielina passou a ser vista como uma inovagao dos vertebrados (Hartline
e Colman, 2007), entretanto a microscopia eletrbnica também revelou que alguns
invertebrados de fato apresentam uma bainha de mielina muito semelhante a dos
vertebrados em estrutura e funcdo (Heuser e Doggeneiler, 1966; Gunter, 1976;
Davis et al., 1999).

A presenca de olhos e asas, que sao considerados casos de evolucao
convergente, apresenta variacdes entre as diversas espécies que 0s possuem, e de
maneira semelhante a presenca de bainhas que restringem o escape de corrente
entre nodos aumentando a velocidade de conducdo ocorre em crustaceos (classe
Malacostraca) e anelideos (ordens Polychaetes e Oligochaetes), além dos

vertebrados, como mostra o cladograma da figura 05.

Featherduster Parchment Gnathostome Decapod Lobsters
worms worms* vertebrates shrimp Crabs

Lampreys Evuphausiid and
Mysid shrimp*

Mantis shrimp

Bamboo worms*
Lugworms

Hagfish Megacalanoid

copepods
Leeches Augaptiloid
copepods

Earthworms

Deuterostomia
Lophotrochozoa Ecdysozoa

Myelinated (red)
Non-myelinated (blue) Bilaterianancestor
Current Biology

Figura 05 — Filogenia simplificada dos Bilateria, mostrando os taxa relatados portando mielina
(vermelho) e os taxa relatados ndo-mielinizados (azul). Os taxa marcados com asterisco ndo tem
microscopia eletrdnica confirmando a mielinizagédo.

Fonte: Hartline e Colman 2007.



1.4.1 CRUSTACEOS

1.4.1.1 Copépodos

Os copépodos sdo pequenos crustaceos planctdénicos que sdo 0s mais
abundantes metazoarios dos oceanos, e tem tdo grande sucesso por que eles tém
uma resposta de escape que o acelera 200 vezes o tamanho do corpo por segundo.

A mielina dos copépodos € concentricamente organizada. Ela € compacta nas
membranas mais externas da bainha e frequentemente tem um espaco entre as
lamelas, mas ndo apresenta o espaco submielinico como nos camardes da familia
Penaeidae. O numero de lamelas em uma bainha varia para cada axénio, entre uma
até mais de cinglenta. Os copépodos, assim como o0s camarfes da familia
Penaeidae, ndo apresentam nodo de Ranvier evidente, tendo apenas pequenas
descontinuidades na bainha (Davis et al., 1999). As lamelas concéntricas parecem
uniformes sem evidéncias de que haja pontos de contatos como Vvisto nos
decapodas. Os copépodos ndo apresentam especializacdes na regido paranodal, ao
invés disso, a membrana da mielina se torna intimamente associada com o
citoplasma do ax6nio, se ndo até fundida com ele. Esta associacdo pode servir para

restringir o escape de corrente (Weatherby et al., 2000).

1.4.1.2 Camardes

Os camarbes sao crustaceos pelagicos da classe Malacostraca, ordem
Decapoda, conhecidos por sua rapida velocidade de escape as ameacas
ambientais. Podem chegar a apresentar velocidades de conducdo maiores do que
200ms™ em neurdnios do corddo nervoso ventral, colocando-os entre os animais
com as maiores velocidades de conducéo ja medidas, mesmo quando comparados
aos vertebrados, sugerindo que estratégias celulares para aumento da velocidade

de transmissao dos impulsos sejam empregadas. Dentre os Decapoda, a presencga



de mielina foi reportada em camarbes da familia Palaemonidae (Heuser and
Doggenweiler, 1966, Doggeweiler and Heuser, 1967) e da familia Penaeidae (Hama,
1966; Kusano, 1966), através de microscopia ja nha década de 1960.

Na bainha de mielina dos camardes ha uma grande concentracdo de
cerebrosideos, mas, estes sdo glicocerebrosideos e nao galactocerebrosideos como
nos vertebrados, sendo suas concentracées similares. E interessante também o fato
de que a concentracdo de glicocerebrosideos € muito maior no sistema nervoso dos
camardes do que no das lagostas e dos caranguejos, que também sédo da classe
Malacostraca, mas ndo apresentam bainha de mielina (Shimomura et al., 1983).

Diferente dos vertebrados, toda mielina de camarfes descrita até agora parece
ser arranjada concentricamente. Um numero de lamelas estende-se de uma Unica
célula de Schwann para embainhar o axénio, cada lamela circunda o axénio apenas
uma vez estendendo-se para ambos os lados e se conectando com outra lamela
para formar um ponto de contato (Xu e Terakawa, 1999). O nudcleo da célula glial
nestes animais aparece na lamela mais interna da bainha de mielina, diferindo dos
vertebrados, que o tem na lamela mais externa. A mielina dos camardes é as vezes
compacta e as vezes apenas semi-compacta, isto €, exclui apenas o espaco
extracelular, retendo um pouco do citoplasma. O que € importante € que 0S espagos
condutores entre as membranas estdo isolados uns dos outros por uma barreira
membranosa ou por apertadas conexdes nos pontos de contato (Heuser e
Doggenweiler, 1966). Este fato é as vezes subestimado, levando alguns a concluir
gue invertebrados nao tenham mielina verdadeira (Hartline e Colman, 2007).

Nas regifes mais externas da bainha de mielina dos camarbes, a membrana
apresenta grande compactacédo, ndao havendo espaco extracelular, formando uma

Unica linha densa caracteristica. Nestas regiées também ha a perda do citoplasma



tornando as membranas muito proximas, tendo, entdo, a aparéncia da mielina
compacta dos vertebrados (Doggenweiler e Heuser, 1967).

Nas fibras nervosas dos camarbes da familia Penaeidae, o axbénio ocupa
apenas uma parte do espaco dentro da bainha de mielina. O resto é ocupado por
citoplasma da glia ou um grande espaco extracelular denominado espago
submielinico. Este arranjo peculiar da bainha, especialmente a presenca do espaco
submielinico, é considerado de suma importancia para a alta velocidade de
conducdo nesta familia (Hama, 1966; Heuser e Doggenweiler, 1966).

Nos vertebrados, a corrente idnica flui pelos nodos de Ranvier, j& nos
camardes, que também apresentam conducao saltatéria (Kusano e Lavail, 1971), os
nodos séo focais, estando restritos a pequenas aberturas na bainha de mielina (Xu e
Terakawa, 1999) e que apresentam estruturas na regido paranodal que restringem o

desperdicio da corrente (Heuser e Doggenweiler, 1966).

1.4.2 ANELIDEOS

A mielina aparece em duas ordens de anelideos, nos poliquetas e nos
oligoquetas (Roots et al, 1991). Nestes organismos a bainha de mielina é arranjada
espiralmente, mas irregularidades no arranjo sao frequentemente observadas. As
lamelas sdo espacadas irregularmente, ndo tendo o mesmo grau de organizagéo
encontrado na mielina dos vertebrados e ocorrem espacos em que a mielina nédo é
densamente compactada, onde ha o citoplasma da célula de Schwann contendo
diversas organelas, como mitocondrias e reticulo endoplasmatico, que € chamado
de citoplasma interlamelar, ndo havendo a formac&o das linhas densas como nos
vertebrados. A bainha de mielina dos anelideos lembra a mielina embriénica dos

nervos periféricos dos vertebrados (Hama, 1959).



1.5 Importancia da identificacdo das relacdes entre a mielina de vertebrados e
invertebrados

O fato de que os invertebrados, mesmo aqueles taxa portadores de uma
bainha de mielina, tém grande capacidade de regeneracéo de apéndices e do tecido
nervoso ali contido (revisado em: Anderson et al, 1980 e Dinsmore, 2008), leva a
necessidade de estudar tal estrutura e entender o que permite a regeneracao,
comparando com a mielina dos vertebrados, podendo revelar a base para
posteriores estudos relacionados a regeneracdo nos vertebrados.

Uma perspectiva evolutiva na neurociéncia € de suma importancia, e vé-se nos
tltimos vinte anos uma retomada nestes estudos (Arbas, Meinertzhagen e Shaw,
1991), e dentro deste contexto é de grande validade a andlise das relacdes
evolutivas entre 0s grupos portadores de mielina, ja que esta estrutura aparece pelo
menos uma vez em cada ramo dos animais bilaterais (Fig. 05).

O entendimento de como 0 sistema nervoso evoluiu pode ajudar a resolugao
de detalhes ainda ndo compreendidos no seu funcionamento, e o estudo destes
caracteres pode ser Util na elucidagéo de filogenias (Harzsch, 2006).

Apesar de bem descritas estruturalmente, ndo existem trabalhos que analisem
as proteinas constituintes da mielina de camardes Penaeidae, entre eles da espécie
Litopenaeus vannamei, de grande importancia comercial. Esta descricdo € um passo
importante no caminho para o entendimento do surgimento e do funcionamento da
mielina neste grupo, bem como pode servir de base para estudos posteriores

comparando os demais taxa mielinizados.



1.6 Analise protedmica

Recentes avancos na andlise de peptideos e proteinas por espectrometria de
massa em tandem (MS/MS) tém permitido a caracterizacdo de proteomas através de
PAGE bidimensional (2D) seguido por detecgcdo em MS/MS dos peptideos obtidos,
mas esta técnica detecta proteinas de limitadas cargas e tamanhos (Washburn et al.,
2001; Taylor et al., 2004). Muitas proteinas que sdo constituintes da mielina tém alta
carga ou sdo hidrofobicas e transmembrana, o que pode impedir sua detec¢do por
técnicas de protedmica mais tradicionais, como 2D-PAGE MS/MS (Roth et al., 2006).
A técnica de identificagdo multidimensional de proteinas (MudPit), uma combinagéo
de cromatografia liquida multidimensional e MS/MS, que permite representacao
imparcial de proteinas carregadas e/ou transmembranas (Washburn et al., 2001), é
uma abordagem que pode contribuir para a identificacdo de proteinas de dificil

detecc@o com as técnicas de analise protedmica convencionais.

1.7 Analise gendmica

As iniciativas de seqglienciamento dos genomas de espécies animais vistas na
tltima década levaram a formacgéo de bases de dados que sdo de grande valia para
estudos de caracterizacdo molecular e de relacdes evolutivas entre estes e outros
grupos. Dentre os invertebrados, varias espécies ja tém seu genoma sequlenciado,
apesar disso 0 niumero ainda é pequeno, e ja que o investimento de criar estes
bancos de dados € alto, tem-se como alternativa os bancos de sequUéncias
expressas (ESTs) (Bouck e Vision, 2007).

O camaréo L. vannamei tem um banco de ESTs (http://www.shrimp.ufscar.br/),
gue apesar de nao representar o genoma completo da espécie, armazena milhares

de sequéncias (Freitas et al., 2007). A andlise das seqliéncias presentes nestes

bancos de dados e as comparacbes com seqUéncias relativas a proteinas



conhecidas sdo ferramentas Uteis para iniciar a descricio dos componentes

moleculares presentes em tecidos pouco estudados, como a mielina do camaréo.

1.8 Analise imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica é baseada na reagdo que ocorre quando um
anticorpo especifico a proteina de estudo é quimicamente acoplado a uma enzima
gque converte o substrato em um produto colorido, que pode ser analisado ao
microscopio, in situ e permitir a identificagdo de determinada proteina em uma
amostra e ainda sua distribuicdo celular e sub-celular. E pré-requisito para o bom
funcionamento desta técnica que a estrutura terciaria da proteina nao esteja alterada
na regido reconhecida pelo anticorpo (epitopo) a fim de ndo impedir a ligagdo do
anticorpo. Para a analise ter validade, € necessaria a utilizacdo de controles que
garantam a especificidade dos resultados, como controles positivo, no qual a
presenca do antigeno jA € conhecida, e negativo, onde o anticorpo especifico
(primario) é suprimido e ndo ocorre a reacdo. Estes controles, usados como
comparativos a amostra de tecido marcada, permitem a comparacao da presenca e
distribuicdo da proteina na amostra estudada e no tecido em que ela é conhecida

(Volpicelly-Daley e Levey, 2004).



2 Objetivos

2.1 Objetivos gerais

Realizar a caracterizacdo molecular da mielina de camarbes da espécie

Litopenaeus vannamei.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar as proteinas presentes na mielina dos camarfes L. vannamei,
através de analise protedmica, utilizando-se a técnica de MudPit.

» Avaliar a presenca de sequéncias de DNA relacionadas as proteinas de
mielina através de andlises in silico do genoma dos camardes L. vannamei.

* Avaliar a distribuicdo de proteinas de mielina por imunohistoquimica em

corddes nervosos de camardes da espécie L. vannamei.
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CAPITULO 3

CONSIDERACOES FINAIS



O conceito preponderantemente aceito de mielina a considerava uma
inovacao evolutiva exclusiva dos vertebrados com mandibulas (Zalc, 2006), mas a
identificacdo de estruturas morfologicamente similares a mielina em grupos
independentes de invertebrados como anelideos e crustdceos tém desafiado este
dogma. Apesar de estas estruturas terem sua morfologia bem descrita (revisado em
Hartline e Colman, 2007), faltam trabalhos que as descrevam sob ponto de vista
molecular, 0 que é de suma importancia para o entendimento das relacdes de
ancestralidade de seus componentes e da forma como esta estrutura surgiu e

evoluiu.

Dentre os crustaceos, observa-se a presenca de mielina nos camarfes da
familia Penaeidae, entre outros grupos. A mielina destes animais difere em termos
estruturais daquela dos vertebrados por apresentar-se concéntrica e envolver uma
organizacao celular unica com tipos celulares adicionais e nodos fenestrados o que
parece resultar nas altas velocidades de transmissédo nervosa descritas em animais
deste grupo (Xu e Terakawa, 1999). O ax6nio é envolvido por uma célula adicional
de provavel origem glial cujo citoplasma € preenchido por microtubulos separada da
célula mielinizante por um espaco submielinico, propiciando um isolamento eficiente

das superficies axonais (Govind e Pearce, 1988; Xu e Terakawa, 1999).

Adicionalmente, invertebrados de modo geral apresentam alto potencial
regenerativo, mesmo aqueles taxa portadores de uma bainha de mielina (Anderson
et al, 1980 e Dinsmore, 2008), levando a necessidade de estudar tal estrutura,
comparando seus componentes com 0s ja conhecidos presentes na mielina dos
vertebrados, o que pode servir de base para posteriores estudos relacionados a

regeneracao nos vertebrados.



O surgimento de novas tecnologias de analise protebmica permitiu a
caracterizacdo de proteinas que ndo eram possiveis com as técnicas proteébmicas
mais tradicionais. J4 nas metodologias mais atuais, como o MudPit, consegue-se a
deteccdo de proteinas com alta carga, hidrofébicas e transmembranas, o que torna
estas técnicas de suma importancia para a analise dos componentes protéicos da
mielina, j& que grande parte das suas proteinas apresentam estas caracteristicas

(Washburn et al., 2001; Taylor et al., 2004; Roth et al., 2006).

Os resultados apresentados neste trabalho tiveram como objetivo caracterizar
0s constituintes protéicos presentes na mielina do camaréo L. vannamei. Para isto,
foi utilizado um protocolo de subfracionamento celular para isolar a mielina do
corddo nervoso ventral destes animais. Através do MudPit, observou-se, nesta
fracdo, a presenca de proteinas tipicas de sistema nervoso, algumas que ainda nédo
haviam sido descritas nestes animais. Encontrou-se, também, seqliencias com alta
similaridade aos membros da familia das lipofilinas, especialmente com a regido N-
terminal da PLP, uma das mais abundantes na mielina de tetrdpodes e de grande
importancia para sua correta manutencdo. Sequéncias relacionadas a esta proteina
também foram encontradas no banco de dados do projeto genoma do camaréao,
apesar deste ainda se encontrar incompleto. Esta familia de proteinas é encontrada
tanto em animais mielinizados quanto nos ndo mielinizados (Mo6bius et al., 2008). A
presenca de sequéncias relacionadas a esta familia, com maior similaridade com a
PLP do que com a lipofilina encontrada em invertebrados, chamada M6, pode indicar
gue proteinas similares a PLP evoluiram independente e paralelamente nos animais

mielinizados.

Além das analises incluidas no manuscrito, em dados complementares
(Apéndice) foi observado, através de imunohistoquimica a ligacdo de um anticorpo

capaz de reconhecer as duas isoformas da glicoproteina associada a mielina (MAG)



de mamiferos, uma imunoglobulina presente na mielina destes animais, em cortes
congelados de cordédo nervoso de L. vannamei, com localizagdo semelhante a
encontrada em vertebrados. Na andlise protebmica, um grande namero de
sequéncias relacionadas a imunoglobulinas foi detectado, refletindo a necessidade
de adesdes na mielina para garantir suas propriedades isolantes. Estes resultados
demonstraram uma ligacdo especifica, que deverd ser explorada em estudos
posteriores para confirmar a identidade do antigeno presente na mielina do

camarao.

A descricdo das proteinas presentes na mielina de L. vannamei sugere que a
mielina destes animais compartilha componentes com caracteristicas semelhantes a
mielina dos vertebrados, tendo sido observado neste trabalho, a presenca de duas
proteinas tipicas da mielina de tetrapodes.Estes achados podem contribuir para a
elucidacdo do advento da mielina ao longo da evolucéo, elucidando as relagdes dos
constituintes da mielina dos diferentes taxa. Estudos subsequentes devem dedicar-
se a caracterizar o grande numero de peptideos encontrados na fracdo e nao
identificados no presente estudo, podendo levar a identificacdo de componentes
especificos a mielina do camarao relacionados as caracteristicas uUnicas encontradas
nesta mielina. Os projetos de sequenciamentos gendmicos em andamento serdo de
grande valia para a complementacdo deste estudo, visto que diariamente s&o
identificadas novas seqUéncias. Também sdo necessarios estudos adicionais

visando caracterizar a composi¢ao proteica dos outros invertebrados mielinizados.
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APENDICE

REACAO DE IMUNOHISTOQUIMICA UTILIZANDO ANTI-MAG



Detecc¢do de MAG por imunohistoquimica

Metodologia

Foram utilizados corddes nervosos ventrais crioconservados, obtidos na
Estacdo Marinha de Aquicultura da FURG, fixados em paraformoldeido e sacarose.
As amostras foram congeladas em gelo seco e armazenadas em freezer -80° C.
Realizaram-se cortes de 12um de espessura em criostato que foram submetidos a
imunohistoquimica.

O protocolo de imunohistoquimica seguiu as instru¢cdes do fabricante do kit
para imunohistoquimica Histostain (Invitrogen). Foi utilizado o anticorpo anti-MAG
(Invitrogen) que detecta ambas isoformas que foi gerado contra proteina de
vertebrados uma vez que ndo h& equivalente comercial para a de invertebrados.

Utilizou-se cromdgeno DAB (Zimed) para a detecc¢ao.



Resultados

Figura 6. Corte transversal de corddo nervoso de camarao, (A) marcado com
anticorpo anti-MAG, (B) controle negativo. (C) Corte longitudinal de encéfalo de rato

marcado com anticorpo anti-MAG (controle positivo). Aumento 40X.



ANEXO |

COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO MANUSCRITO






