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Padronização da extração de proteínas do corpo gorduroso de Diatraea saccharalis e análise do perfil eletroforético em SDS-PAGE
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Resumo
Uma das principais pragas da cana-de-açúcar é o inseto da ordem Lepidoptera: Crambidae, Diatraea saccharalis. Os insetos possuem um sistema imunológico que inclui mecanismos bioquímicos humorais, celulares e barreiras físicas para bloquear a invasão e proliferação de agentes infecciosos. O corpo gorduroso é o principal órgão produtor de moléculas humorais de defesa que são liberados na hemolinfa contra microrganismos invasores. Este projeto teve como objetivo a padronização da metodologia de extração de proteínas do tecido gorduroso da lagarta com diferentes tampões químicos e a verificação das proteínas expressas aplicando a técnica de eletroforese em gel SDS-PAGE. O protocolo de extração resultou na extração eficiente das proteínas do tecido gorduroso das lagartas injuriadas com E. coli e não injuriadas. Em seguida, as proteínas foram dosadas pela metodologia de Bradford e foi aplicado cerca de 50 µg de proteínas totais em gel SDS-PAGE 15%. Não observamos variação na expressão das proteínas neste gel unidimensional, apesar disto, foi realizado um gel bidimensional (2-DE) para verificar a possibilidade de alguma expressão diferenciada nas amostras. Entretanto, a quantidade de proteína aplicada no gel 2-DE não foi suficiente para a avaliação das amostras desafiada e não desafiada. Finalmente, consideramos que a metodologia de extração está padronizada, somente a quantidade de material biológico de partida para extração proteica precisa ser aumentada.

Introdução
O cultivo da cana-de-açúcar assim como o de outras monoculturas é ameaçado constantemente por diversos agentes externos, dentre os principais parasitas destaca-se os insetos. Representando 80% das espécies do reino animal, estima-se que existam mais de 2,5 milhões de espécies, sendo que apenas um milhão seja conhecida (Alves, 1998).

A broca-da-cana, Diatraea saccharalis é considerada a principal praga do cultivo de cana-de-açúcar, especialmente na região sudeste do Brasil (Botelho et al., 1999). O controle deste inseto apresenta grande importância para o cultivo da cana-de-açúcar, devido a sua característica de apresentar uma das suas fases de ciclo de vida no colmo da planta, podendo acarretar danos ao colmo, perfilho folhas, sistema radicular e base do colmo. Os principais danos causados pelas lagartas broqueadoras do colmo da planta se deve ao seu hábito alimentar no estágio larval, expondo o interior da planta à entrada de outros agentes patogênicos.

A imunidade humoral dos insetos é caracterizada pela presença de peptídeos antimicrobianos (AMPs) produzidos pelo corpo gorduroso e sua liberação na hemolinfa para combater agentes patogênicos invasores (Bulet et al., 1999). Os AMPs são caracterizados como peptídeos de baixo peso molecular (2-5 kDa) ativos contra microrganismos (Marshall & Arenas, 2003).
Apesar do grande número de pesquisas relacionadas ao controle biológico em D. saccharalis, apenas alguns aspectos da imunidade inata humoral deste lepidóptero são conhecidos (Silva et al., 2010). 
Desta forma, este trabalho teve como principal objetivo verificar o perfil de expressão de proteínas do tecido gorduroso na broca da cana-de-açúcar e aumentar o conhecimento da resposta imunológica, o que no futuro poderá gerar conhecimentos básicos e aplicados no controle desta importante praga da cultura da cana-de-açúcar.
Materiais e Métodos
As lagartas de D. saccharalis foram criadas em laboratório com temperatura de 26°C+1° com dieta artificial de Hensley & Hammond (1868). Lagartas de 5º instar foram utilizadas para os experimentos de inoculação com bactérias gram-negativas (E. coli), e lagartas não inoculadas (grupo controle). A inoculação foi feita através de agulhas odontológicas estéreis mergulhadas em precipitados de bactérias gram-negativas. O tecido coletado com solução gelada de tampão PBS foi transferido para tubo eppendorf de 1,5 mL e mantido no gelo durante a coleta. Em seguida, foi centrifugado em centrífuga refrigerada à 4º C em 4000 RPM para lavagem com PBS 1X. Posteriormente, a amostra foi homogeneizada com pistilo de Teflon nos tubos eppendorf e também homogeneizado com aparelho Marconi (modelo MA 102/mini). 

A extração de proteínas do tecido gorduroso seguiu o protocolo de Pakkianathan et al. (2012). A dosagem de proteínas seguiu a metodologia de Bradford (1976) e as proteínas extraídas foram visualizadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15% e SDS-PAGE 12% para os géis 2-DE.
Resultados e Discussão


As amostras de proteínas totais foram visualizadas em gel 1-DE SDS-PAGE 15% e gel 2-DE 12,5%, como mostrado na figura 1. Neste gel, observamos o perfil de expressão das proteínas no tecido gorduroso das lagartas e notamos que não houve diferenças no gel 1-DE. Fizemos uma análise no gel 2-DE para averiguar as diferenças na expressão, contudo a quantidade de proteína total aplicada não foi suficiente neste experimento. 


A amostra desafiada não produziu um gel 2-DE com spots visíveis. Em Bombyx mori (Wang et al., 2004) estas análises 2-DE apresentam vários spots e as proteínas estão sendo identificadas aplicando esta metodologia, entretanto, em D. saccharalis estamos padronizando e obtendo resultados parciais que ainda serão aprimorados.
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Conclusões

O protocolo de extração testado nos experimentos produziu amostras de proteínas totais com qualidade para as análises bioquímicas, contudo, a fase inicial da imunização das lagartas não produziu variações significativas na expressão das proteínas. Desta forma, o objetivo principal de padronização do protocolo foi alcançado, precisando somente de ajustes na quantidade de proteínas para as análises de gel 2-DE, onde pretendemos identificar proteínas diferencialmente expressas e potencias proteínas com função antimicrobiana.
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Figura 1. A) Gel de eletroforese SDS-PAGE 15%. M = Marcador molecular Amersham; 1= amostra nativa; 2= amostra de 4 horas (E. coli); 3=amostra de 6 horas (E. coli). B) Gel 2-DE 12,5% com a amostra nativa do corpo gorduroso de lagartas de 5º instar.
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