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Resumo Geral

Abelhas do género Melipona tém importante papel na polinizacdo de plantas no
Brasil, e por apresentar mecanismo peculiar de determinagédo de casta genético —
alimentar pode ser considerada um laboratério vivo para pesquisas de natureza
molecular. O Hormoénio Juvenil (HJ) é o principal horménio que regula a
diferenciacao de casta e o polietismo etario em abelhas, eventos que depende de
genes que estao relacionados com o controle da biossintese e degradacao do HJ.
Para o entendimento do mecanismo molecular envolvido no desenvolvimento e
diferenciacao em abelhas foi realizado estudo sobre a expressdo de enzimas que
participam das vias de biossintese e de degradacdo do HJ e isolamento de
peptideos ligantes ao cérebro de Melipona scutellaris. Foi isolado, clonado e
sequenciado um fragmento do gene o-metiltransferase do acido farneséico de M.
scutellaris (MsFAMeT) que participa da via de biossintese do HJ, que apresenta
splicing alternativo de um micro-éxon de 27 nucleotideos. O transcrito maior
apresenta expressao diferencial nas castas, porém, aparentemente, nao funciona
como conversor do acido farnesoéico a metilfarnesoato. A diminuicao nos niveis de
expressdao do transcrito menor nos estagios iniciais de pupas de rainhas que
comparado aos mesmos estadgios em operarias e sua inibicdo em larvas tratadas
com HJ lll indicam que esse mMRNA esta associado a via de biossintese de HJ e
confirma sua relacdo com a cascata regulatéria de diferenciacdo das castas em
M. scutellaris. O perfil de expressao dos genes que codificam para as enzimas
Esterase do HJ (EHJ) e Epédxide Hidrolase do HJ (EHHJ) mostrou que essas
enzimas estdo expressas durante todo o desenvolvimento ontogenético péds-
embrionario de M. scutellaris. Em Apis mellifera, essas enzimas nao sao
expressas nos estagios de pupa e sua expressdao em M. scutellaris pode indicar
presenga de HJ circulante nessas fases, o qual seria utilizado em processos
fisiolégicos diferentes daqueles que ocorrem em Apis. Foi verificado o aumento da
expressao dos genes das enzimas EHJ e EHHJ apdés aplicacao tépica de HJ lll,
indicando que esses genes sao regulados por esse hormdnio, enquanto que, a
injecdo de ecdisona ndo mostrou influéncia na expressdo deles. Quando
comparamos os titulos de HJ em larva pré-defecante (LPD) com a expressao do

gene das enzimas da via de degradacdo do HJ, foi possivel observar



agrupamento de individuos com baixos titulos de HJ devido a agédo dela,
confirmando o papel na via de degradacdao do HJ. Na fase de L3-3 ficaram
agrupados dois individuos com altos titulos de HJ, que podem ser rainhas. Esse
estagio mostrou ser o melhor para identificacdo de rainhas no estagio larval. O
cérebro é o principal 6rgao que controla a biossintese do HJ pelos corpora allata
(CA) por meio de neuropeptideos e aminas biogénicas, além de controlar a
aprendizagem e memoria. Por isso, utilizamos a técnica de Phage Display para
isolar, in vivo, peptideos ligantes ao cérebro de M. scutellaris. Apds quatro ciclos
de selecdo, clones foram escolhidos para sequenciamento e a analise de
bioinformatica revelou que séo similares a seqiéncias expressas em cérebro de
outros insetos. Foram utilizados dois tipos de bibliotecas apresentadas na
superficie de fagos, uma de heptapeptideos linear e outra de heptapeptideos
constrita, sendo que em nossas andlises ndo encontramos nenhum representante
da biblioteca constrita, provavelmente em funcdo da formacdo de loop no
peptideo que, dificulta a interacdo com proteinas do cérebro. A andlise de
expressao das proteinas do cérebro ligantes de peptideos (fagos) mostrou que
alguns clones similares a transportadores de glutamato e lipoforina se expressam
somente em cérebro de adultos, enquanto que os ligantes de outros clones
expressam-se durante os estagios de pupa e adultos. Pelo mapeamento da
regiao do cérebro de ligacao dos peptideos foi possivel mostrar que alguns fagos
ligam-se a todo o cérebro, enquanto outros tém ligacao sitio-especifica. O perfil
de expressao de esterases em campeiras que receberam injecao do clone similar
a alatostatina, foi alterado, indicando o carater funcional do peptideo. A técnica de
phage display in vivo foi eficiente para a caracterizacao de peptideos ligante no
cérebro de Melipona.



Introducéo Geral

Abelha sem ferrao

As abelhas sem ferrdo pertencem a superfamilia Apoidea que se subdivide
em 8 familias: Colletidae, Erenidae, Oxaeidae, Halictidae, Melittidae, Megachilidae,
Anthophoridae e Apidae. Os Apidae subdividem-se em quatro subfamilias: Apinae,
Meliponinae, Bombinae e Euglossinae. Em Meliponinae estdo descritos 52
géneros com mais de 300 espécies, espalhadas em todo o mundo (Camargo e
Pedro, 1992), na Zona Tropical e Subtropical, nas Américas do Sul e Central,
Malasia, India, Indonésia, Africa e Australia.

As abelhas sao parte integrante do ecossistema da regido em que vivem.
Sua principal funcao na natureza é a polinizacao das flores e, conseqlientemente,
producdo de sementes e frutos. As abelhas brasileiras sem ferrdo sao
responsaveis por 40 a 90% da polinizagdo das arvores nativas; as restantes sao
polinizadas por abelhas solitarias, borboletas, coledpteros, morcegos, aves, alguns
mamiferos, agua, vento e outros insetos (Kerr et al., 1996).

As abelhas eusociais apresentam a seguinte divisdo de castas:

- rainhas: fémeas férteis, responsaveis pela postura da maioria dos ovos,
nao apresentam comportamento de coleta de alimento.

- operaria: fémeas estéreis ou semi-estéreis, responsaveis pela
alimentacdo da cria e da rainha, coleta de alimento, limpeza, construcdo de
alvéolos e demais partes do ninho, defesa e, em alguns casos, pela postura de
ovos que dardo origem a machos ou ovos que servirdo de alimento a rainha.

Os machos de meliponideos permanecem na colméia no primeiro terco das
suas vidas e ja foram vistos realizando trabalhos como: aquecimento da cria,
producdo e manipulacdo de cera, desidratagcdo e coleta de néctar e pdélen nas
flores, que sdo expulsos da colméia depois do primeiro terco de vida (Kerr, 1996).

A abelha sem ferrdo, popularmente conhecida como Urucu do Nordeste, que
se constitui no objeto deste estudo, pertence a espécie Melipona scutellaris e tem

se mostrado excelente material biolégico para analises genéticas devido ao seu



mecanismo peculiar de determinacao de castas por fatores genético-alimentares,
o que difere do padrao apresentado por outros Apidae.

Neste milénio, a extincdo de espécies é, infelizmente, uma constante, e
que esta afetando as abelhas. Esta questdo nao diz respeito apenas aos
meliponineos, porém, é um problema para todos os himenopteros de fecundacao
cruzada. Woyke (1980) constatou que para uma populagdo de Apis mellifera se
manter, 0 nimero minimo de alelos diferentes deveria ser de pelo menos seis. Em
meliponineos, foi constatado que o mesmo ocorre; para a manutencao de seis
alelos x° a populagdo deve possuir pelo menos 44 colénias na sua area de
reproducao (Kerr e Vencovsky, 1982). Segundo as férmulas de Yokoyama e Nei
(1979), se a populagao for menor que 44 coldnias, ela sera eliminada em cerca de
15 geracoes.

Com base nestas informacdes, torna-se necessario o conhecimento dos
fatores moleculares, genéticos e biolégicos envolvidos na formagdo de fémeas
(rainhas e operarias) de maneira a se aperfeicoar o0 manejo para manutencao dos
meliponineos que se tornaram, ao longo da evolucao, os principais polinizadores
da flora brasileira. Assim, é prioritdrio que se conheca e se mantenham os
polinizadores para que se possa manter a flora que deles depende. Considerando-
se que essas abelhas estdo intrinsecamente ligadas a polinizacdo de espécies
vegetais que sustentam a diversidade da flora brasileira, torna-se importante
conhecer sua biologia e 0s mecanismos genéticos envolvidos no seu
desenvolvimento para contribuir com a sua preservacao e conseqlientemente com

a preservacao da biodiversidade.

Determinacdo de Castas em Melipona

Segundo Michener (1974) a casta em inseto é caracterizada pela
morfologia, fisiologia e comportamento de fémeas que vivem juntas em uma
colénia. As abelhas apresentam duas castas.

Duas teorias explicam a determinagcdo de castas: blastogénica e
trofogénica. A blastogénica pressupde determinagédo genotipica, enquanto que na



trofogénica ou somatogénica a determinacdo € alimentar, como acontece em
Trigona, Apis e nas mamangavas (Kerr, 1948).

Em Melipona, a determinacao € blastogénica associada a alimentacdo. Nao
ha diferenca entre as células de crias (alvéolos) de rainhas e operarias, quanto a
forma, quantidade e qualidade de alimento que recebem e ocorre a operculagcéao
da célula logo ap6s a ovoposicdo, eliminando-se qualquer possibilidade de
alimentacao diferenciada.

Em 1948, Kerr propds um modelo para explicar, em Melipona, a segregacao
de 75 operérias para 25 rainhas em cada 100 nascimentos. Dois genes principais
X2 e X° com dois alelos cada um, seriam os responsaveis por produtos
feminizantes, de modo que larvas duplo heterozigotas, quando bem alimentadas,
desenvolvem-se em rainhas e larvas mal alimentadas ou homozigotas para esses
genes, tornam-se operarias, em consequéncia de baixa produgdo de Hormdnio
Juvenil (HJ).

O mecanismo de desenvolvimento ovariano € desencadeado juntamente
com as demais caracteristicas de rainha. Assim, os genes que determinam o
desenvolvimento ovariano sdo ativados em conjunto com o0s outros genes de
morfologia que dardo o “status” da casta. Todos esses tragos diferenciais de
castas estao sob influéncia do HJ (Bonetti, 1990).

A aplicagédo topica de Hormonio Juvenil em larvas de Melipona que estao em
fase de tecelagem de casulo (larvas pré-defecantes) e mesmo no estagio de L3
tardio, confirma a influéncia desse horménio na produg¢do de rainhas a partir de
larvas de operarias, pelo desencadeamento de mecanismos genéticos que
promovem a diferenciacao dessas larvas em fémeas completas, rainhas (Bonetti,
1982). A morfologia externa de ovarios de rainha de Melipona quadrifasciata
induzida por tratamento com HJ € idéntica a de rainha natural (Bonetti, 1984).
Glandulas tergais de rainhas induzidas por tratamento com HJ mostram, também,
padrdo de distribui¢cdo idéntico ao de rainha natural (Bonetti et al., 1994).

Os efeitos dos Hormonios Juvenil I, 1l e lll foram estudados por Bonetti et al
(1995) que determinaram a dosagem minima suficiente para a producédo de
rainhas a partir de larvas de operarias de Melipona quadrifasciata, Melipona
rufiventris, Melipona compresssips e Melipona scutellaris. O HJ | demonstrou ser o
mais eficiente na produgéo de rainhas em Melipona, seguido pelo HJ Il1.



Biossintese e Degradacao do Hormdnio Juvenil (HJ)

Um dos horménios envolvidos no processo de metamorfose de insetos € o
HJ sintetizado pelas glandulas endécrinas corpora allata (CA) e secretado na
hemolinfa, promovendo, de alguma maneira, a interacdo dos CA com o genoma,
provavelmente, via receptor nuclear (Davey, 2000).

A biossintese do HJ pode ser vista como dois caminhos justapostos: o
classico originando-se da acetil-CoA a farnesil-pirofosfato, seguido por uma série
de modificacbes de grupos. As modificacdes podem ser feitas no final na
molécula, iniciando com hidrélise do pirofosfato, oxidagdo do farnesol a acido
farnesoico, esterificacdo a metil farnesoato e finalmente, a epoxidacao da dupla
ligacdo 10,11 do HJ. A primeira parte dessa via é geral, entretanto a segunda
parte é especifica dos CA (Eersen et al., 1995).
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Figura 1: Esquema ilustrativo da provavel via de biossintese de HJ em insetos. Apds a formacao
de acido farneséico, a biossintese pode ser processada via epoxidagdo do C10, C11 seguido por
metilacdo do HJ acido (Lepidoptera) ou, alternativamente, metilacdo do AF seguido pela

epoxidagdo (outros insetos) (Bede et al., 2001).



A atividade dos CA é regulada por fatores humorais e inervacao por células
neurossecretoras do cérebro. Varios tipos de neuropeptideos que provocam
estimulacdo (alatotropina) ou inibicdo (alatostatinas) tém sido descritos no
controle da biossintese de HJ em insetos (Reichwald et al., 1994; Taylor Il et al.,
1996).

Rachinsky et al. (2000) analisaram o efeito da alatotropina Mas-AT de
Manduca sexta, na biossintese de HJ de Apis mellifera e, observaram aumento
significativo na liberacao de HJ pelos CA tratados com esse neuropeptideo, além
da estimulacao do seu precursor no ultimo estagio larval, em operarias.

A influéncia de alatotropina (Mas-AT) e alatostatina (Mas-AS) de Manduca
sexta, na biossintese de HJ pelos CA de Lacanobia oleracea, foi analisada por
Audsley et al (2000), que verificaram inibicdo de sintese em até 70% em CA
tratados com Mas-AS e estimulacao dose-dependente para Mas-AT.

Lee et al (2002) descreveram splicing alternativo estagio e
desenvolvimento-dependentes para mRNA de alatotropina (Manse-AT) de
Manduca sexta. Esse mecanismo aumenta a capacidade de codificagcdo de um
gene e a diversidade de proteinas.

A biossintese do HJ pode, também, ser regulada por aminas biogénicas. O
tratamento de CA de Diploptera punctata e Grillus bimaculatus, com octopamina,
resulta em inibicdo dose-dependente da biossintese de HJ (Thompson et al.,
1990; Woodring e Hoofmann, 1994), enquanto que, em Apis mellifera, a
octopamina e serotonina estimulam a biossintese e liberacdo do HJ pelos CA e a
dopamina e noradrenalina ndo tiveram nenhum efeito sobre essa glandula
(Rachinsk et al., 1994).

Em Diploptera, o efeito da octopamina na atividade dos CA é concomitante
com efeitos dos niveis de cAMP (Thompson et al., 1990) enquanto o diacilglicerol
e 1,4,5-inositol trifosfato aparecem envolvidos na transducdo de sinal de
alatostatina (Rachinsk, 1994).

O calcio é outro fator importante na biossintese de HJ em Diploptera,
Manduca e Grillus (Rachinsk, 1994; Woodring e Hoofmann., 1994). Ha

necessidade de informacdes sobre o envolvimento desse ion na transdugao de



sinais de neuropeptideos e neurotransmissores, bem como de outros eventos
moduladores dessa resposta.

Os titulos de HJ sao regulados por duas enzimas: Esterase do Horménio
Juvenil (EHJ) e Epoxide Hidrolase do Horménio Juvenil (EHHJ). A EHJ € membro
da familia carboxiesterase e hidrolisa o metilester o/p insaturado do HJ a um
metabdlito biologicamente inativo, o HJ acido. O produto da reacéao entre EHHJ e
HJ é o HJ diol (HIRASHIMA et al., 1999).

EHJs de muitas ordens de insetos tém sido amplamente estudadas em
funcdo de sua importancia no desenvolvimento deles e do seu potencial uso como
inseticida. A proteina EHJ foi caracterizada e purificada em Heliothis virescens
(Hanzlik et al., 1989), Leptinotarsa decemlineata (Vermunt et al, 1997a),
Manduca sexta (Venkatesh et al., 1990), Trichoplusi ni (Hanzlik e Hammock,
1987), Tenebrio moliter (Thomas et al., 2000) e Bombyx mori (Shiotsuki et al.,
2000), Lymantria dispar (Nussbaumer et al., 2000). As técnicas empregadas
baseiam-se em cromatografia por afinidade ou por troca aniénica.

Clones de cDNA de EHJs tém sido obtidos e seglenciados em H.
virescens (Hanzlik et al, 1989), L. decemlineata (Vermunt et al., 1997b),
Choristoneura fumiferana (Feng et al., 1999), Tenebrio molitor (Thomas et al.,
2000), Manduca sexta (Hilton e Hammock, 2001), Drosophila melanogaster
(Campbell et al., 2001) e Bombyx mori (Hirai et al., 2002).

Em 1995, McCutchen descreveu um método espectrofotométrico nao
radioativo para andlise da atividade enzimatica da EHJ. Esse método foi tao
eficiente quanto o radioativo descrito por Hammock e Sparks (1977). Hirashima et
al (1999) analisaram a influéncia da octopamina, aplicada no alimento de
Tribolium freemani, na atividade de EHJ e observaram aumento da atividade
enzimatica nos individuos tratados.

Epoxide hidrolases sao classificadas como membros de o/f hidrolases
(Beetham et al., 1995). Os membros dessa familia apresentam um sitio catalitico
altamente conservado composto pela triade acido/base/acido. O mecanismo de
acao da enzima haloalcano dehalogenase, membro dessa familia, foi estudado
em analise por cristalografia de raio-X do complexo enzima-substrato (Schanstra
et al.,, 1996; apud Linderman et al., 2000), envolvendo a formacgédo de uma ligacao

covalente éster intermediaria por um ataque nucleofilico do Asp-123. O par His-



289/Asp-260 ativa uma molécula de agua que hidrolisa o éster intermediério,
liberando o produto. EHHJ de Trichoplusia ni, foi isolado de biblioteca de cDNA de
corpos gordurosos no ultimo estagio de larva, revelando uma terminacao
hidrofébica sugerindo que seja uma enzima microssomal (Harris et al., 1999).

A acao combinada da EHJ e EHHJ faz com que a concentracdo de HJ na
hemolinfa seja regulada com precisdo e obedeca a um padrdo na maioria dos
insetos: é alta no inicio das fases larvais e baixa no final das mesmas. No ultimo
estagio larval ocorre um desaparecimento abrupto desse horménio na hemolinfa,
seguido de metamorfose. Na fase adulta, aumenta, novamente, a concentragéo
de HJ de acordo com o estado fisiolégico e reprodutivo dos insetos (De Kort e
Granger, 1981). Esse € o modelo proposto para a maioria dos insetos, embora
pareca ser diferente para abelhas do género Melipona.

Neurobiologia de Abelhas

A abelha Apis mellifera € um importante modelo para estudos neural e
plasticidade comportamental, particularmente no que se refere ao comportamento
social, aprendizagem e memoria (Robinson, 1998 e Maleska et al., 2000).

Um forte avango em trabalhos com abelhas se deve a possibilidade de
estudar comportamentos em condicdes laboratoriais e naturais. O estudo da vida
social das abelhas tem demonstrado a influéncia de genes na plasticidade neural
e comportamental em condigdes ecolédgicas e evolutivas, contribuindo para um
maior entendimento entre a relagdo dos genes, cérebro e comportamento
(Robinson, 1998).

Recentemente muitas pesquisas abordado o padrdao de expressdao de
genes no cérebro de abelhas. Muitos pesquisadores isolaram o gene codificante
de diversos receptores envolvidos em neurotransmissdo: o receptor dopamina D1
(Blenau et al., 1998) e o receptor da tiramina (Blenau et al., 2000). Em 2005,
Mustard e colaboradores analisaram o perfil de expressao do receptor de tiramina
no cérebro de Apis mellifera durante o desenvolvimento e observaram um
aumento correlacionado com a idade.

O projeto Honey Bee Brain EST coordenado pelo Dr. Gene Robinson, da
Universidade de lllinois (EUA), realizou um estudo sobre o transcriptoma do



cérebro de Apis mellifera para acelerar os estudos moleculares de
comportamento e neurociéncias em abelhas. Foram sequenciados 20256 clones
de cDNA, apds processamento em programas que excluem vetores, leituras de
baixa qualidade e sequéncias menores que 200pb, restaram 15311 ESTs
(Espressed Sequence Tags) que foram agrupada em 3136 contigs e 5830 singlets
( Whitfield et al,, 2002). At¢ o momento ndo se tem um perfil completo do
proteoma do cérebro de abelhas.

Whitfield et al. (2003) realizaram um estudo sobre o perfil de expressao de
genes do cérebro individual em Apis mellifera com o comportamento predito.
Nesse trabalho foram analisados 5500 genes e verificaram que 39% estédo
associados com a transicao de abelhas jovens para campeiras.

Em 2004, Tsuchimoto e colaboradores analisaram mudancas na expressao
génica no cérebro de Apis associadas a idade. Esses autores verificaram que os
genes envolvidos na via de transducao de sinal, canais i6nicos, transportadores
de neurotransmissores, proteinas de adesao celular, fatores de transcricao e
proteinas associadas a membrana sdo mais expressos em campeiras do que em
recém-nascidos.

Em Melipona nao existem dados sobre o funcionamento do cérebro. Esse
orgao é responsavel pelo controle das atividades, e também pela neurosecrecao
de aminas biogénicas e nueropeptideos que controlam a biossintese de HJ pelos
Corpora allata, por isso tem um importante papel na determinacéao de Castas.
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Objetivos

Esse trabalho tem como objetivos:

1- Clonar, sequenciar e analisar a expressao génica da metiltranferase do
acido farneséico (FAMeT) em rainhas e operarias de Melipona scutellaris
nas fases de pupas e adultos;

2- Analisar o perfil de expressdo das enzimas Esterase do Horménio Juvenil e

Epd6xide Hidrolase do Horménio Juvenil em M. scutellaris.

3- ldentificar peptideos ligantes especificos do cérebro de M. scutellaris por
Phage Display in vivo.
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Capitulo 1

Clonagem, Seqlenciamento e Analise da expressao do gene
O-Metiltranferase do acido farnesdéico de Melipona scutellaris

Resumo

O-Metiltransferase do acido farnesdico (FAMeT) é uma enzima que cataliza a
formacao de metilfarnesoato (MF) a partir de acido farnesoéico (AF) na via de
sintese de Hormdnio Juvenil (HJ). Nesse trabalho nds clonamos e sequenciamos
um fragmento de cDNA para uma provavel FAMeT da abelha Melipona scutellaris
(MsFAMeT) e quantificamos os valores relativos de seus transcritos por RT-PCR
semiquantitativo, em pupas e adultos de rainhas e operarias. Encontramos
moderada conservacao entre Apidae FAMeT e Crustacean FAMeT e, no entanto,
nenhuma relagdo com Bombyx mori Juvenile Hormone Acid Methyltransferase
(BmJHAMT). Os resultados apresentam um splicing alternativo de um micro-exon
de 27nt, com expressdao e funcdo inseto, estagio e tecido especificos e
dependentes de importantes modificagdes pds-traducionais. No caso do transcrito
maior, aparentemente ndo funciona como conversor de AF para MF, mas sua
expressao apresenta-se diferencial nas castas. A diminuicdo dos niveis de
expressdao do transcrito menor nos estagios iniciais de pupas de rainhas se
comparados aos mesmos estagios em operarias e sua inibicado em larvas tratadas
com HJ lll; indicam que esse mMRNA esta intimamente associado na via de
biossintese de HJ e confirmam sua relacao a cascata regulatéria de diferenciacao
das castas em Melipona scutellaris.
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Introducéao

Diferente do catabolismo do colesterol em vertebrados, a via do
mevalonato em artrépodes é responsavel pela producao de hormdnio juvenil (HJ),
um grupo de compostos sesquiterpendides que pode exercer inUmeras fungdes
regulatérias sobre tecidos, estagios do desenvolvimento e processos fisiologicos
(para revisao veja Bellés et al, 2005). Da hidrolise do Farnesil Pirofosfato, os
insetos produzem farnesol, o qual é oxidado a farnesal e, em seguida,
desidrogenado, formando acido farneséico (AF). Em Bombyx mori, a atividade da
enzima recombinante Metiltransferase do Horménio Juvenil Acido (BmJHAMT),
dependente de SAM (S-adenosil-L-methionina), converte AF e metabdlitos
juvenoides acidos diretamente nos cognatos metil esters, como metil farnesoato
(MF) e HJ I, Il e Il (Shinoda e Itoyama, 2003). A expressao dessa enzima é quase
que exclusivamente detectada no complexo Corpora cardiaca- Corpora allata
(CC-CA) de larvas de 4° e 5% instars.

Por outro lado, foi clonada e caracterizada a enzima O-Metil tranferase do
acido farnesoico (FAMeT), mas também conhecida por FAOMeT e FAMTase em
trabalhos de crustaceos, que converte AF em MF, no passo final da via de
biossintese do MF em diferentes crustaceos. MF é um precursor nao-epoxidado e
analogo ao HJ Il de insetos, produzido pelos érgaos mandibulares, envolvidos em
processos de crescimento, muda e reproducdo. Nesses artropodes, a expressao
do mRNA de FAMeT é algumas vezes constitutiva, outras vezes verifica-se
expressao diferencial em vérios tecidos ao longo do desenvolvimento de machos
e fémeas jovens e adultos (Silva Gunawardene et al., 2001, 2002, 2003; Ruddell
et al., 2003; Holford et al., 2004).

Metiltransferase do Horménio Juvenil Acido de Bombyx mori (BmJHAMT) e
FAMeT de crustaceos apresentam apenas 11% de similaridade, ndo sendo
portanto ortélogos, apesar dos radioimunoensaios para ambas apresentarem
atividade funcional na conversdo de AF em MF (Shinoda e ltoyama, 2003). No
entanto, ja foi identificado em Drosophila melanogaster um ortélogo da FAMeT de
crustaceos (CG10527; acesso GenBank AAF46666), com 41% de similiaridade.

Para entender o papel da provavel FAMeT de insetos durante o

desenvolvimento de Apidae, nesse trabalho foi realizada a clonagem parcial, o
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sequenciamento de formas alternativas de transcritos para essa enzima, além
disso conduzimos analises da expressdo desse gene em pupas e adultos de
operarias e rainhas de Melipona scutellaris (Hymenoptera, Apidae) e

comparagdes com outros artrépodes.
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Material e Métodos

Material Bioldgico e Tratamento com HJ llI

O material biologico foi retirado de colméias de Melipona scutellaris
mantidas no Meliponario Uberlandia, Uberlandia-MG (S 180 55’ / W 450 17’). Os
alvéolos de crias foram transportados para o Laboratério de Genética da
Universidade Federal de Uberlandia, onde os individuos foram identificados
segundo o critério de Rossini (1989), como pupa de olho branco (POB), pupa de
olho rosa (POR), pupa de olho marom (POM), pupa de olho preto (POP), pupa
olho preto corpo pigmentado (POPp), recém-nascido (RN) e campeira (Camp), e
imediatamente congeladas em ultrafreezer & —80°C. Larvas no estagio 3 (L3)
foram tratadas topicamente com 1uL de HJ Il (0,5ug/uL, Sigma) e mantidas em

estufa a 32°C durante 4 horas.

Extracao de RNA

A extracao de RNA total das larvas foi feita pelo método do TRIzol (Gibco)
segundo recomendacdes do fabricante. A abelha foi macerada em 1 mL de trizol
para cada 100mg de tecido, agitado em vértex e incubado por 5 minutos a 30°C.
Foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio para cada mL de trizol, agitando-se por
15 segundos e incubando-se a 30°C por 2 minutos, seguidos de centrifugacao a
12000 g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida para tubo de
eppendorf ao qual foram adicionados 500 uL de isopropanol para cada mL de
trizol. A amostra foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos,
centrifugando-se a 12000 g por 10 minutos, a 4°C. O sedimento foi lavado com
etanol 75 % e centrifugado a 7550 g por 5 minutos & 4°C. Depois de secagem ao
ar, o material foi ressuspendido em H,O/DEPC, quantificado a 260 nm e a
integridade analisada em gel de agarose 1%.

O DNA gendmico contaminante foi removido utilizando-se 10 U de Dnase |
para cada 10 ug de RNA. A reagéo adicionou-se ainda 10 U de inibidor de Rnase
(Invitrogen). A reacao foi realizada incubando-se por 30 min a T. A. Em seguida
procedeu-se 0 aquecimento a 65°C por 10 min para inativar a Dnase |.
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Transcricao Reversa (RT)

Na reagdo de transcricdo foi utilizado 1 ng de RNA total tratado com Dnase
| misturado a 500 uM de dNTP e 2 pmol de Oligo dT (15), completando-se o
volume com H,O/DEPC para 10 pl. Foi desnaturado a 65°C por 5 minutos e
colocado em gelo. Em seguida foram acrescentados tampéao 1 X, 5 mM de MgCls,
10 uM de DTT, 1 U de RNase out (Invitrogen) e 200 U de Super Script Il
(Invitrogen). A reagéo foi incubada por 42°C por 50 min, seguidos de 75°C por 15

min.
RT-PCR Semiquantitativo

Um microlitro da reacdo de RT foi utilizado para amplificar o gene da
Metiltransferase utilizando 200 uM de dNTP, 2 mM de MgCl,, Tampéao 1 X, 6 pmol
de cada Primer, 1,5 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen).

O programa de ciclagem constituiu-se de um ciclo inicial de 95°C por 5 min.
Trinta e cinco ciclos de 95°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 1 min.
Seguidos de uma incubagéo de 72°C por 5 min.

Os primers foram desenhados com base na seqiéncia da FAMeT de Apis
mellifera (GenBank: CK628812), foward: 5° ATGCGTGGATTTTGGATAAGAT 3’ e
rerverso: 5° CCACCCCAAGCTACATAACAAA 3. Actina foi utilizada como gene
constitutivo para normalizacao da reacao, F: 5 AGCTATGAACTTCCAGATGGT 3’
e R: 5 CCACATCTGTTGGAAGGT 3'. Foi feita uma cinética de reacdo para
verificar os numeros de ciclos ideais para cada gene. A densidade éptica (OD) foi
analisada em programa IMVDS (Image Master™ VDS Software, versdo 2.0-
Pharmacia Biosciences). Os valores obtidos foram submetidos a razdo mRNA
gene analisado/ mRNA actina, para obtengdo da expressao relativa de cada gene

nos individuos analisados.
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Clonagem

Os dois fragmentos produzidos (374 e 401 pb) foram separados em gel de
agarose 2,5 %, purificados pelo Kit Quiagen e clonados em pGEM-T Vector

System (Promega) segundo recomendacdes do fabricante.

Extracao de plasmideo, confirmacao de clones por restricao e
sequenciamento do clone

Foram cultivados 3 mL de cultura do clone, contendo 100 pg/mL de
ampicilina overnight. Centrifugou-se 1,5 mL (6000 g), e descartou-se o
sobrenadante. As células foram ressuspendidas em 200 uL de TE e incubadas no
gelo por 5 min. Em seguida foram adicionados 360 pL de solugéo Il (500 uL
NaOH 2M, 500 uL SDS 10% e 4 mL de H,O) recém preparada e homogeneizou-
se por inversao. Apos a lise celular adicionou-se 300 uL de solucao Il (3mL de
acetato de Potéssio 5 M, 1,15 mL de acido acético e completar para 10 mL com
agua) e 2 uL de RNase (10mg/mL) e incubou-se por 10 min. Centrifugou-se por
10min a 10.000 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um tubo novo ao
qual adicionou-se 750 uL de isopropanol. Esse foi centrifugado por 10 min a
10.000 rpm. O sedimento foi resuspendido em 200 uL de TE. Foram adicionados
110 uL de acetato de aménio 7,5 M. O tubo foi vigorosamente agitado e
centrifugado a 10.000 rpm por 15min a temperatura ambiente Ao sobrenadante
foram acrescentados 750 uL de etanol 100% gelado e incubado —20 °C overnight.
A amostra foi centrifugada a 12.000 rpm por 30min a 4°C. Lavou-se com etanol
70% gelado e resuspendido em 50 uL de H>O. O plasmideo foi quantificado a 260
nm e visualizado em agarose 0,8 %.

Os Clones foram digeridos com a enzima Pvu Il para confirmag&o. Clones
positivos foram sequienciados em MegaBace utilizando protocolo padrdo. As
reacdes de clonagem e sequenciamento foram realizadas no Laboratério de
Biologia Molecular da Universidade de Brasilia sob orientagdo da Profa. Dra.
Andréa Queiroz Maranhgo.
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Resultados e Discussao

O RNA foi extraido pelo método TRIzol e sua qualidade analisada em gel
de agarose 1% (Figura 1). As amostras que apresentaram integridade foram
quantificadas em espectrofotbmetro a 260 nm.

28S
18S

Figura 1: RNA total de Melipona scutellaris extraido pelo método Trizol. As setas indicam a
posicdo do rRNA 28S e 18S. 1- pupa de olho branco; 2- pupa de olho rosa; 3- pupa de olho

marrom; 4- pupa de olho preto.

Clonagem e sequenciamento de um fragmento do putativo gene MsFAMeT

Nos experimentos de RT-PCR foi usado primers especificos para o gene
MsFAMeT que resultou em duas bandas (Figura 2), que foram purificadas do gel
da agarose 2.5%. As bandas purificadas foram clonadas em pGEM-T Vector
System (Promega) segundo recomendacdes do fabricante.

Para excluir seqliiéncias de vetores utilizou-se VecScreen-Blast. A banda
superior, sem o vetor, apresentou 401pb, enquanto que a banda inferior mostrou
374pb e foram submetidas ao GenBank com os numeros de acesso DQ011113 e
DQO011114, respectivamente.

Utilizando CAP3 Contig Assembly Program, as sequéncias foram
alinhadas, formando um Unico contig que revelou, ainda, a presenca de um gap
de 27 nucleotideos na sequéncia relativa ao fragmento de menor tamanho, entre
os nucleotideos 161 e 187 (Figura 2 B). Ambas seqléncias apresentam Open

Reading Frames (ORF) preditas, de 133 e 124 aminoacidos.
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CTAATCGAAG CCATATGTGT AGGTGGTCAC GATCGTTATG TAAACCCATC
9. CTAATCGRAG —~~~mmmmmn mssssssso s ATG TAAACCCATC

Figura 2: RT-PCR de formas alternativas de MsFAMeT com splicing de um micro-exon de 27nt. A,
Produtos de RT-PCR derivado de mRNA MsFAMeT em gel de agarose 2.5% corado com brometo
de etideo. M — Marcador 100pb (Invitrogen); 1 e 2— Amplicons de operarias POB e POP,
respectivamente; B, Alinhamento das sequéncias de 401pb (1) e 374pb (2) da MsFAMeT,
mostrando um gap entre os nucleotideos 161 e 187 do fragmento menor.

Nas andlises por BLASTN do fragmento de 401pb contra dbEST
(NCBI/GenBank), os trés melhores matches correspondem a seqléncias de Apis
mellifera produzidas em diferentes bibliotecas de cDNA:

1 - BI509433 (92% de identidade; e-value = 3e®°) gerada a partir de
bibliotecas Normalized/Subtracted preparadas de cérebros dissecados de
operérias adultas de varias idades e varios grupos comportamentais.

2 -CK633115 (90% de identidade; e-value = 2e™®) gerada a partir de
pupa de operaria;

3 - BI946505 (90% de identidade; e-value = 2e™®) gerada via biblioteca
de 5" de diferentes partes do ganglio cerebral de operarias adultas, a Unica até
entdo anotada como “similar to farnesoic acid o-methyltransferase”.

Todos essas trés provaveis ESTs ortélogos encontram-se agrupados
pelo UniGene Ame.5015. Resultados similares foram encontrados quando se
procedeu BlastN do fragmento de 374bp de MSFAMeT contra dbEST
(NCBI/GenBank).

Utilizando BLASTN contra o genoma de Apis versdao 3.0, ambas
seqiéncias dos fragmentos de MsFAMeT apresentam alta similaridade ao
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Group5.17. Ambas predicbes de aminoacidos apresentam similaridade ao
Group5.17 (e-value = 5e-26 e 3e-27, respectivamente) quando analisamos por
TBLASTN.

Andlise por BlastP mostra alta similaridade dos fragmentos preditos de
aminoacidos de MsFAMeT aos dados reunidos no LOC412543 — Entrez
Gene/NCBI (GenelD: 412543) para Apis mellifera (e-value = 5e-59), onde
encontram-se trés sequéncias preditas de proteinas a partir de um mesmo gene
(XP_395998, XP_623146, XP_623207), corroborando que os 27nt a mais em um
dos transcritos de MsFAMeT trata-se de um micro-exon (ICVGGHDRY).
Alinhamentos multiplos baseados em ClustalW (http://services.bioasp.nl/blast/cgi-
bin/clustal.cgi) utilizando sequéncias de aminoacidos de MsFAMeT, FAMeTs
preditas em Apis e FAMeTs de crustaceos demostram que apenas as abelhas
expressam transcritos processados, com auséncia dos 9aa relativos ao micro-

éxon.

Analise comparativa de sequéncias

Para aumentar a confiabilidade das proximas analises, levando em
consideracao a alta similaridade entre o fragmento de MsFAMeT e os preditos
para Apis mellifera, utilizou-se a seqiéncia XP_623146 (AmFAMeT), uma
predicao que apresenta 296aa, para representar FAMeT dos Apidae. Verificamos
que a provavel FAMeT de Apidae revelou forte similaridade com Diptera, mas

também entre Crustacea e Vertebrata (Tabela 1).

Caracterizacao molecular da MsFAMeT

Analise de motivos protéicos usando Prosite (http://au.expasy.org/prosite)
revelou quatro sitios para Casein kinase Il phosphorylation, dois para Tyrosine
Sulfation, um para Tyrosine kinase phosphorylation, trés para N-myristoylation, um
para Asn-glycosylation, corroborando os sitios de fosforilacdo para Serina (4),
Treonina (2) e Tirosina (6) preditos pelo NetPhos 2.0 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/), usando score >0.6 como cut-off.
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Tabela 1:

alinhamentos gerados por BlastP nr da seqtiéncia AmFAMeT XP_623146.

Similaridades entre artropodes e vertebrados

Organismo GenBank e-value
Drosophila melanogaster (Insecta, 93
AAF46666 6e
Diptera)
Drosophila pseudoobscura (Insecta, 93
EAL26493 4e
Diptera)
Drosophila yakuba (Insecta, Diptera) | AAR10181 467
Anopheles gambiae (Insecta, Diptera) | XP_318631 2e™
Homarus americanus (Crustacea, 30
AAAG67081 2e
Decapoda)
Metapenaeus ensis (Crustacea, 29
AAK28535 2e
Decapoda)
Cancer pagurus (Crustacea,
pagurs | AAR00732 3e®
Decapoda)
Mesobuthus eupeus (Arachnida, 29
_ CAE53464 3e
Scorpiones)
Mesobuthus gibbosus (Arachnida, 29
_ CAE53527 6e
Scorpiones)
Panulirus interruptus (Crustacea, o8
AAF65551 1e
Decapoda)
Mesobuthus cyprius (Arachnida,
yprius { CAE53472 |  2e2
Scorpiones)
Mesobuthus caucasicus (Arachnida, | CAE53465 9e™®
Scorpiones)
Gallus gallus (Vertebrata, Aves) XP_ 418255 2™
Danio rerio (Vertebrata, Teleostei) XP_ 692623 2e’™®
Pan troglodytes (Vertebrata, Primates) | XP_512483 2e®
Homo sapiens (Vertebrata, Primates) | AAM50084 2¢'®

relativos aos
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Foi feita a analise de dominios homélogos usando ProDom
(http://protein.toulouse.inra.fr/prodom/current/html/form.php) que revelou
identidade com as seguintes familias protéicas: 1 - PD293778 (e-value = 4e-41)
entre os residuos 157-295 (que corresponde aproximadamente a regido dos
dominios DM9 repeats descrito para Drosophila melanogaster), 2 - PD125360 (e-
value = 3e-37) entre os residuos 3-137 (que corresponde a regiao de CF domain
descrito em FAMeTs de crustaceos). A primeira familia (PD293778) relaciona-se
a “acid o-methyltransferase” (NorMD quality value = 1.019) e a segunda
(PD125360) relaciona-se a “metal-binding” (NorMD quality value = 0.597).
Comparacbes usando rpsBlast e cdartBlast, para busca de conservacao e
arquitetura de dominios protéicos, mostraram similaridade na porgédo C-terminal
da AmFAMeT com dois dominios DM9 consecutivos (residuos 155 a 222, e-value
= 2e-15; residuos 227 a 295, e-value = 4e-20). Esse dominio DM9 (smart00696) é
descrito como repeticbes encontradas em proteinas de Drosophila, sem funcéo
determinada. O dominio CF, presente na primeira metade N-terminal da
AmFAMeT, néo se encontra descrito até 0 momento em nenhum banco de dados,
mas suas caracteristicas estdo descritas por Holford et al. (2004). A massa
molecular estimado para a AmFAMeT (XP_623146) é 32,172Da e apresenta p/ =
452 (o calculo foi feito utilizando o programa the Compute pl/Mw toll,
http://ca.expasy.org/tools/pi_tool.html).

Analise de expressao de MsFAMeT durante o desenvolvimento de pupas e
adultos de rainha e operaria

As reagbes de RT-PCR foram feitas em tubos separados, mantendo a
mesma proporcao de todos os reagentes e também temperatura de anelamento
de primers a 55°C, tanto para actina quanto para MsFAMeT. Nao foi feito a co-
amplificacédo (reacbes multiplex) porque os tamanhos dos produtos gerados pelos
primers MsFAMeT e actina sédo préximos, a saber, 401pb e 374pb (MsFAMeT) e
360pb (actina). A partir de uma curva cinética da fase log de amplificagdo para os
genes MsFAMeT e actina (considerando a leitura de densidade Optica),
determinou-se que o numero ideal de ciclos para as reagdes de PCR para que
nao houvesse saturacao era 35 ciclos (Figura 3).
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Para o calculo dos niveis relativos de mMRNA de MsFAMeT foram feitos trés
experimentos independentes, com normalizacdo pela expressao do gene da
actina e célculo das médias e desvio padrdo. A expressao de transcritos de
MsFAMeT ocorre ao longo de todo desenvolvimento pupal e em adultos, com
flutuagbes na expressdo de ambos transcritos dentro das fases e entre as castas
(Figura 4), segundo as analises de densitometria.

Curiosamente, apenas uma das formas alternativas de mRNA MsFAMeT
esta nitidamente expressa em rainhas nas fases POB, POR e POM. Dada a
dificuldade de classificar rainhas, operarias e machos de Melipona scutellaris nos
estagios larvais, ndo apresentamos ensaios de expressao nessas fases. No
entanto, em experimentos de RT-PCR em pool de larvas, observamos expressao
aparentemente constitutiva de ambos transcritos de MsFAMeT nos diversos
instares (Vieira, ndo publicado).

A

ACTINA FAMeT

K 25 2 30 233 25 a4l 28 2F i B85 38 2F 40 M

B C

20000 - 25000 +

15000 + 20000 -

a 15000 -
O 10000 + 8

10000 -

5000 + 5000 1

0 0 ‘ ‘ ‘
25 27 30 33 3B 37 40 25 27 30 33 35 37 40
Ciclos Ciclos

Figura 3: A- Cinética da amplificacdo dos genes de actina e FAMeT. Eletroforese em gel de
agarose 2,5 % corado com brometo de etidio; M: marcador 100 pb. B- Representacao grafica da
cinética de amplificacdo com primer da Actina. C- Representacdo grafica da cinética de
amplificagado com primer da FAMeT.
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Operaria Rainha

POB POR POM POP POPp POB POR POM POP POPp B

1 23
A e R R T T

Actin Actin R

Figura 4: Anidlise da expressdo génica estdgio-especifica das formas alternativas de transcritos para
MsFAMeT. A: RT-PCR semiquantitativa do fragmento do gene MsFAMeT durante o desenvolvimento de
pupas de rainhas e operdrias. POB: pupa de olho branco; POR: pupa de olho rosa; POM: pupa de olho
marrom; POP: pupa de olho preto; POPp: pupa de olho preto corpo pigmentado. B: RT-PCR
semiquantitativa do fragmento do gene da MsFAMeT em individuos adultos: 1 - operdria recém-nascida (0

dias), 2 - campeira (30 dias), 3 - rainha virgem (4 dias).

Inibicao da expressao do gene MsFAMeT apés aplicacao topica de JH Il

O efeito do HJ Il na expressdao da MsFAMeT foi analisado na fase L3.
Nossos resultados mostram que o HJ provoca inibicdo da expressdao apenas no
transcrito menor de MsFAMeT apés a primeira hora de tratamento, até a quarta
hora. O transcrito maior apresenta uma tendéncia ao aumento de expressao com

o acréscimo de HJ lll, apesar de nao ser estatisticamente significativo (Figura 5).

sksk B
1,2 1 1,2 4
11 wk ‘P 11
0,8 skek ek 0,8 1
O Controle
Q 05 0 Controle 8 0,61
° O Tratado HJ Ill O Tratado HJ Ill
0,4 0,4
0,2 0,2
0 0 T T T
1 2 3 4 1 2 3 4
Tempo (H
Tempos (H) po (H)

Figura 5: Rapida inibicdo na expressédo do transcrito menor de MsFAMeT apds aplicagao tépica
de JH Ill. Amostras de L3 foram tratadas com 0.5ug/uL de HJ Ill em solugdo de acetona. A
expressao de MsFAMeT foi analisada por RT-PCR semiquantitavivo e as duas bandas relativas a
MsFAMeT mRNA foram quantificadas separadamente. Realizou-se 3 experimentos
independentes. A- Os asteriscos (**) representam diferenca estatistica significativa (p<0.05, t-test)
entre a expressao do transcrito menor de MsFAMeT controle e apds tratamento com HJ Ill. B- A
aplicacédo de JH lll ndo apresenta qualquer efeito estatisticamente significativo sobre a expressao

do transcrito maior de MsFAMeT.
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FAMeT é uma enzima que, em crustaceos, estd envolvida na biosintese de
MF, que, por sua vez, tem importante papel no desenvolvimento, morfogénese e
reproducao (Silva Gunawardene et al.,, 2001, 2002, 2003; Ruddell et al., 2003;
Holford et al., 2004). Nesses organismos, FAMeT falta o SAM binding motif,
presente na enzima JHAMT de Bombyx mori, indicando que ndo sao ortdlogos
(Shinoda e Itoyama, 2003).

Nesse trabalho nés clonamos e sequenciamos um fragmento de cDNA
para uma provavel FAMeT em Melipona scutellaris, muito similar a ESTs e outras
seqUéncias preditas e experimentais de Apis mellifera e outros insetos, porém,
sado apenas moderadamente conservadas na evolugédo dos Artropodes, sugerindo
que somente dominios funcionais sdo conservados nessas moléculas.

Até o presente momento, as FAMeTs de crustaceos eram as unicas
proteinas conhecidas que apresentam dois dominios CF em tandem, que
correspondem a cerca de 95% da sequéncia primaria da enzima. Os dominios CF
sado constituidos por residuos hidrofébicos conservados que podem contribuir
para ligacdo ao acido farneséico e também podem fazer parte do sitio catalitico
(Holford et al., 2004). Encontramos alta identidade entre parte da MsFAMeT com
esses dominios sendo, portanto, o primeiro registro de dominio CF em insetos.
Verificamos também que MsFAMeT, bem como o predito AmFAMeT
(XP_623146), apresentam fraca similaridade com membros da familia de genes
nomeadas CPAMDS8 (complement 3 and pregnancy zone protein-like, alpha2-
macroglobulin domain-containing 8). Essa enzima também possui regides
semelhantes ao dominio CF e esta envolvida na imunidade inata de vertebrados e
também no transporte de hormdnios (Li et al., 2003).

A deteccdo de transcritos de mRNA de FAMeT durante todo o
desenvolvimento pupal ndo era esperado, uma vez que, em insetos, FAMeT é
uma enzima que participa das etapas finais da producao de HJ que, por sua vez,
esta ausente nessas fases. Nossos dados de expressdao em pupas de Melipona
scutellaris corroboram a idéia de func¢des alternativas para a FAMeT, assim,
sugerimos que a MsFAMeT e a CPAMDS, por possuirem caracteristicas em
comum, podem participar de processos bioldgicos correlacionados, ou, que nas
fases pupais a FAMeT converta AF em MF e a via do mevalonato pararia nessa
etapa, como em crustaceos. Nesse cenario, o MF apresentaria funcoes
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especificas ligadas a metamorfose ou, também, MF seria acumulado para uso
nas fases adultas, quando os titulos de horménio juvenil aumentam, regulando
eventos de vitelogénese, reproducao e polietismo etario.

As evidéncias computacionais encontradas nas seqiéncias de A.
mellifera e o sequenciamento dos fragmentos de 401 e 374pb de M. scutellaris
para uma provavel FAMeT comprovam que uma segunda banda gerada por RT-
PCR nao é produto de contaminacao genbémica, ao contrario, trata-se de um
evento exon skKipping com micro-exon splicing. Analise da sequiéncia de um
predito DNA RefSeq relativo ao AmFAMeT (NC_007074) indica a presenca de
trés possiveis mMRNA, das quais dois tipos foram detectados em M. scutellaris,
incluindo esse splicing de 27nt. Esse micro-éxon de 27 nt estava flanqueado por
sequéncias aceptora e doadora de splicing, nomeada de AG na juncédo 3’ e GT
na jungdo 5 no intron. Aparentemente, esse micro-éxon esta presente em
abelhas e ausente em Crustacea. Nao ha muitos trabalhos na literatura cientifica
a respeito de micro-éxons. Em insetos, encontramos esse tipo de splicing descrito
para os genes Fasciclina | (McAllister et al., 1992), subunidade alfa 1 do canal de
célcio (Smith et al., 1996; Gallo et al., 2002) e Troponina T (Benoist et al., 1998)
em Drosophilidae.

A deducao da sequéncia de aminoacidos e a predicdo da massa molecular
do predito AmFAMeT XP_623146 (296aa; 32,172Da) assemelham-se aos
encontrados para os crustaceos Cancer pagurus (275aa; 31,114Da), Homarus
americanus (276aa; 31,463Da), Metapenaeus ensis (280aa; 32Da) e Panulirus
interruptus (275aa; 30,973Da). Andlises da sequéncia protéica de AmFAMeT
XP_623146 mostram multiplos sitios para fosforilacdo e sulfatacdo dentro da
molécula. Esses resultados sao similares aos relatados para FAMeT, no qual
mostram varios sitios para fosforilacdo e sulfatacdo em lagosta (Holford et al.,
2004) e camarao (Silva Gunawardene et al., 2002) relacionados a fungdo dessa
enzima nesses organismos. Holford et al (2004) formularam duas hipéteses: 1, a
enzima € inicialmente inativada e requer outros fatores para ativacdo ou 2, a
enzima é fosforilada. Encontramos, ainda, um sitio de fosforilacdo de tirosina
dentro dos 9aa do micro-éxon. Esse dado estd de acordo Benoist ef al. (1998)
que sugerem a existéncia de regulagdo pos-traducional em associacdo com
produtos de splicing alternativo em Troponina T durante o desenvolvimento.
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Detectamos a expressao de ambas as bandas (cDNA) em diversos tecidos
de A. mellifera (Nunes, ndo publicado) e, em M. scutellaris, ao longo do
desenvolvimento pupal e formas adultas de rainhas e operarias (presente estudo).
Essa enzima apresenta flutuacoes de expressao e, em alguns estagios e tecidos,
uma das formas (transcrito maior) encontra-se ausente. Esse transcrito ndo esta
associdado a funcdo de converter AF em MF, pois apresenta tendéncia (nao
estatisticamente significativo) de aumento da expressao apés tratamento com HJ
lll. Nossos resultados indicam que o transcrito maior desempenha funcdes
relacionadas a diferenciacdo de castas, dada sua auséncia nas fases iniciais do
desenvolvimento pupal de rainhas e presenca nas mesmas fases de operarias, e
pode ser interpretado como mais um dos fatores protéicos ligados a cascata
regulatéria citada acima. Isso € similar aos dados relatados por Silva-
Gunawardene et al (2002) quando especulam a possibilidade da FAMeT metilar
outros substratos além do AF em diversos tecidos. Nossos resultados de RT-PCR
semiquantitativo sugerem que a “forma maior” possui expressao inseto-, estagio-,
e tecido especifico.

J& o transcrito menor, apo6s tratamento tépico de HJ Il em L3, € inibido,
indicando que esse mMRNA esta intimamente associado na via de biosintese de
HJ, ndo sendo tdo requisitado quando ha elevado titulo de HJ circulante. Logo,
essa inibicao e, mais, a diminuicdo dos niveis de expressao desse transcrito nos
estagios iniciais de pupas de rainhas, se comparados aos mesmos estagios em
operérias, confirmam que esse transcrito esta relacionado a diferenciacao das
castas. Bonetti et al (1995) verificaram a producao de rainhas a partir de larvas de
operéarias de Melipona por meio da aplicacao tépica de HJ I, Il e Ill. Ou seja, o
acréscimo de HJ desencadeia, nas fases larvais, a programacao genética para
diferenciar rainhas de operarias. Podemos interpretar que o titulo de HJ Il ativa
uma cascata génica que regula processos de determinacdo e diferenciacdo de
castas, no qual, o transcrito menor de MsFAMeT esta inserido.

Em conclusao, esse trabalho abre perspectivas para o estudo da diversidade
de genes e proteinas envolvidos na biossintese de HJ, seus mecanismos de
controle da expressdao génica e funcdes. No caso das formas alternativas de
MRNA para MsFAMeT, ambas podem constituir ferramentas importantes para

elucidacao de eventos de diferenciagdo de castas em abelhas.
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Capitulo 2

Perfil da expressédo dos genes da Esterase do Hormaonio Juvenil e
Epdxide Hidrolase do Hormonio Juvenil em Melipona scutellaris

Resumo

O Hormébnio Juvenil (HJ) é o principal horménio que regula a determinacdo de
casta e o polietismo etario em abelhas. Os titulos desse horménio, na hemolinfa,
sao regulados pela taxas de biossintese e degradacédo. Duas enzimas participam
da via de degradacéo, a Esterase de Horménio Juvenil (EHJ) que degrada o HJ
em HJ acido e a enzima Epdxide Hidrolase do Horménio Juvenil (EHHJ) que o
degrada em HJ diol. Nesse trabalho analisamos a expressdao dos genes que
codificam para Esterase do HJ (MsEHJ) e Epo6xide Hidrolase do horménio juvenil
(MsEHHJ) em Melipona scutellaris, e a influéncia do HJ e da ecdisona na
expressdo desses genes. A analise de expressao revelou que as MsEHJ e
MsEHHJ sédo expressas durante todo o desenvolvimento pdos-embrionario.
Tratamento com HJ provocou aumento da expressao nos dois genes analisados e

injecéo de ecdisona ndo mostrou nenhuma influéncia na expresséao dos genes.
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Introducéao

O desenvolvimento po6s-embrionario de insetos é regulado por dois
horménios: o ecdisterdides, 20-hidroxiecdisona e o sesquiterpenoide, hormonio
juvenil (HJ). O HJ evita a metamorfose no estagio larval e estimula a reproducéo
nos estagio de adultos (Riddiford, 1996). Em abelhas, os niveis de HJ na
hemolinfa é um fator importante na diferenciacdo de casta (Hartfelder e Engels,
1988; Bonetti 1995) e no polietismo etario (Robinson, 1987).

As enzimas Esterase do HJ (EHJ) e Epédxide Hidrolase do HJ (EHHJ) sao
responsaveis pela degradacao do HJ. Esterase HJ é encontrada na hemolinfa
enquanto que a EHHJ é encontrada no citossol. A maioria das pesquisas
concentra-se no mecanismo de acdao da EHJ (Kamita et al., 2003), pouco é
conhecido sobre a EHHJ.

O sitio primario de sintese da EHJ é o corpo gorduroso, porém existem
outros tecidos que podem expressar essa enzima (Feng et al.,, 1999). Harshman
eta al. (1991) sugerem que os varios genes EHHJs de um individuo representam
enzimas tecido-especificas que se apresentam na forma soluvel (citoplasmatica)
ou microssomais, porém as EHHJs mais associadas ao metabolismo do HJ séo
microssomais (Keiser et al., 2002).

Evidéncias apoiam a existéncia de dois genes codificantes para EHJ.
Vermunt et al. (1998) clonaram e sequenciaram dois genes de esterases do HJ
em Leptinotarsa decemlineata, que apresentam 82% de similaridade. Em
Drosophila melanogaster o gene da EHJ é composto por 5 éxons e contém uma
open reading frame de 1.7 Kb. Na posicao 5, imediatamente adjacente ao gene
da EHJ, existe outro gene carboxilesterase (FlyBase CG8424) que tem 42% de
similaridade com a EHJ e contém um sitio catalitico (Kamita et al., 2003), que
pode ter sido gerado por duplicacao (Campbell et al., 2001).

N&o existem dados na literatura sobre as enzimas envolvidas na
degradacdao do HJ em abelhas sem ferrdo. Nesse trabalho, analisamos a
expressao dos genes MsEHJ e MsEHHJ por RT-PCR semiquantitativo durante o
desenvolvimento pdés-embrionario de M. scutellaris e a influéncia do HJ e

Ecdisona exdgenos na expressao desses genes.
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Material e Métodos

O material biolégico foi retirado de colméias de Melipona scutellaris
mantidas no Meliponario Uberlandia, Uberlandia-MG (S 180 55 / W 450 17’). Os
alvéolos de crias foram transportados para o Laboratério de Genética da
Universidade Federal de Uberlandia, onde os individuos foram identificados
segundo o critério de Rossini (1989), como larva 2 (L2), larva 3 (L3), larva pré-
defecante (LPD), larva defecante (LD), pupa de olho branco (POB), pupa de olho
rosa (POR), pupa de olho marom (POM), pupa de olho preto (POP), pupa olho
preto corpo pigmentado (POPp), recém-nascido (RN) e campeira (Camp). Para
quantificacdo de HJ o estagio L3 foi subdividido L3-1: grande quantidade de
alimento liquido no alvéolo de cria; L3-2: alimento pastoso; L3-3: pouca
quantidade de alimento e sélido no alvéolo. Em seguida, foram imediatamente

congeladas em freezer a —80°C.

Tratamentos Hormonais

Larvas no estagio LPD foram tratadas topicamente e isoladamente com 1
puL de HJ Il (Sigma), dissolvido em acetona P.A. (Merck) na dosagem de 0,5
ug/uL. As larvas foram mantidas em estufa a 31°C, com umidade relativa de 80%,
mantida por meio de solucdo saturada de KCl em dessecador (ASTM 1951).
Larvas controle (tratadas com acetona) foram identicamente manipuladas. Apds
uma e quatro horas do tratamento, foram coletadas larvas Tratadas e Controle e
congeladas em ultrafreezer a —80°C até o momento da extracdo do RNA.

Uma solucéao de 40ug de ecdisona (Fluka) dissolvido em 10ul de etanol foi
preparada e diluida em 30 uL de solugcdo Ringer no momento do uso, foi injetado,
com microsseringa Hamilton no 2° tergito, 1uL dessa solucdo de ecdisona
(1pg/uL) em pupa de olho rosa (POR). Individuos na fase de pupa de olho
marrom (POM) foram coletados e congelados em ultrafreezer para posterior
andlise da expressao génica. Individuos controle foram injetados com etanol

diluido em solugao Ringer, sem ecdisona e igualmente manipulados.

30



Extracao de RNA e sintese de cDNA

A extracdo de RNA total foi feita pelo método do TRIzol (Gibco) segundo
recomendacgdes do fabricante. O material foi ressuspendido em H>O/DEPC,
quantificado a 260 nm e a integridade analisada em gel de agarose 1%. O DNA
contaminante foi removido por digestdo com DNase | Rnase-Free (Sigma). Um
micrograma de RNA foi utilizado para reacao de transcricao reversa, utilizando-se
2 pmols de poli(T)1s e 1 uL de SuperScript Reverse Transcriptase (Invitrogen)

conforme recomendag¢des do fabricante.

Amplificacao do gene das enzimas Esterase e Epdxide Hidrolase de M.
scutellaris por RT-PCR

Um microlitro da reagéao de RT foi utilizado para amplificar os genes MsEHJ
e MsEHHJ utilizando 200 uM de dNTP, 2 mM de MgCl,, Tampéao 1 X, 10 pMol de
cada primer, 1,5 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen).

O programa de ciclagem constituiu-se de um ciclo inicial de 95°C por 5 min,
seguidos por quarenta ciclos de 95°C por 1 min, 58°C por 1 min e 72°C por 1 min
e extensao final de 72°C por 5 min.

Os primers foram desenhados com base na seqiéncia da esterase
(AY647436) e Epoxide hidrolase (XM 394922) de Apis mellifera. Os primers
usados na PCR foram: EHJ-F, 5- AGATGCGCCCAGAGTAAAAA-3’, EHJ-R 5'-
TTTCCCAACTGGAGGTAACG- 3, Actina-F, 5- AGCTATGAACTTCCAGATGGT-
3 e Actina-R 5- CCACATCTGTTGGAAGGT-3’; EHHJ-F, 5’-
GTTATCGCTTCTGATATGGCT -3’ e EHHJ-R 5- GATGGGAAATAGGTACCGAC-
3,

Expressao dos genes EHJ e EH durante o desenvolvimento de operaria por
RT-PCR semiquantitativa

A actina foi utilizada como gene constitutivo para normalizacao da reacao.
Foi feita uma cinética de reagéo para verificar o niumero ideal de ciclo para cada

gene envolvido na andlise, sendo 35 ciclos tanto para actina, quanto para EHJ e
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37 para EH. Os transcritos dos individuos analisados foram processados por
eletroforese em gel de agarose 1,0 % e corados com brometo de etideo. A
densidade 6tica (OD) foi analisada em programa IMVDS (ImageMaster™ VDS
Software, versao 2.0- Amersham Biosciences). Os valores obtidos foram
submetidos a razdo mRNA alvo/ mRNA actina para obtencdo da expressao
relativa de cada gene nos individuos analisados.

Radioimunoensaio para Hormoénio Juvenil (RIA)
1) Extracdo de HJ da hemolinfa

Extracdo de HJ de amostras de hemolinfa foi feita na USP - Ribeirdo Preto
sob a orientacdo do Dr. Klaus Hartfelder. Para a extracdo, 500uL acetonitrila sdo
adicionados a cada 5uL de hemolinfa. Apds agitagdo vigorosa, as amostras e
manter em gelo por 10min, os tubos de ensaio de vidro (1,5 mL) foram
centrifugados a 7500 g por 10 min a 4°C. Para a extragdo em fase liquida, o
sobrenadante dos tubos foi transferido para tubos de ensaio de 5 mL aos quais
foram adicionados 1 mL NaCl (0,9% m/v) e apéds agitar vigorosamente, adicionado
mais 1 mL de hexano. Os tubos foram vigorosamente agitados por 30 s e
deixados em gelo por 10 min. A separacao das fases aguosa e organica ocorreu
por centrifugacdo a 200 g, 5 min, 4°C. A fase superior, contendo o extrato em
hexano foi transferida para novo tubo de vidro e a extracao foi repetida duas
vezes por adigdo de 1 mL de hexano a fase aquosa. O conjunto das fases de
hexano (3 ml por amostra) foi reduzido para 1 mL por centrifugacdo a vacuo
(Speed-Vac). Os extratos foram transferidos para tubos de ensaio de vidro 1,5 mL
e o solvente removido totalmente em Speed-Vac para iniciar o RIA.

2) Curva-padrao

Para o estabelecimento da curva padrao foram pipetados 0,5 a 100uL de
uma solugdo mae de HJ lll (Fluka, Suica) com 100 pg/uL em metanol em tubos de
ensaio de vidro, criando uma curva padrao de 50 pg a 10 ng de HJ Ill em
duplicata. Apdés remocao completa do solvente por centrifugacdo a vacuo das
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amostras e da solucao da curva padrao, foi realizado o RIA, segundo protocolo de
Goodman et al. (1990).

3) Reacéo de diluicao de is6topos por competicdo antigeno-anticorpo.

A solucéo de HJ radioativo foi preparada para conter 6000-6500 cpm/50 uL
de [10°H(N)] hormoénio juvenil (NEN, Boston, atividade especifica de 718
GBg/mmol) em tampdo Borato. O antisoro especifico para detecgdo de HJ,
preparado por injecao de HJ conjugado com tireoglobulina (Goodman et al., 1990)
que foi cedido pelo Prof. Walter Goodman (Univ. Wisconsin, Madison, USA). O
antisoro especifico utilizado foi diluido 1:2000 em tampao fosfato (0,1 M, pH 7,2)
contendo 0,1% (m/v) de albumina de soro bovina (Sigma), 0,1 % (m/v) IgG de
coelho (Sigma) e 0,02% (m/v) azida de sddio. Como soro controle para determinar
a ligacao inespecifica foi utilizado o tampao fosfato com BSA e IgG.

Para montagem do RIA, cada tubo de ensaio recebeu 50 uL de solucao de
HJ marcado. Ap6s agitar os tubos vigorosamente para garantir mistura completa
de HJ da amostra com a solucao de HJ marcado, os tubos receberam 200 pL de
solucao de soro anti-HJ, com excecao dos dois tubos da ligacao inespecifica que
receberam 200 uL de soro controle. Apds agitar vigorosamente, os tubos foram
mantidos a 4°C por, no minimo, 12 horas para garantir o equilibrio da reacéo de
ligacdo do HJ marcado e ndo marcado com o anticorpo.

O RIA foi finalizado por adicdo de 250 uL de solucéo saturada de sulfato de
amdnio, mantendo uma concentragao final de 50% de sulfato de amédnio, assim
garantindo a separacao de HJ ligado ao anticorpo do HJ livre. Para contagem da
emissdo beta, o sedimento foi ressuspendido em 20 puL de agua destilada e
transferido para um tubo de cintilacédo liquida. O tubo de ensaio foi novamente
lavado com 20 pL de agua e, transferidos para o mesmo tubo de cintilagcao
liguida. Posteriormente, foi adicionado o liquido de cintilacao HiSafe3 (Wallac-
Packard).

4) Analise dos dados.

Os resultados da contagem da emissao beta, obtidos em contador de
cintilagdo liquida (Beckman, LS 6000) foram introduzidos em planilha Excel para
calcular o conteudo de HJ nas amostras. A analise baseou-se na transformacéao
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log/logit dos resultados da curva padrdo, para obtencdo dos coeficientes da
regressao linear utilizados no célculo das concentragbes de HJ nas amostras de
hemolinfa. As dosagens foram expressas em pg equivalentes de HJ Il por uL de

hemolinfa.
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Resultados e Discussao

As enzimas Esterase do HJ e Epéxide Hidrolase do HJ estao envolvidas na
degradacdo do HJ, esse hormdnio tem grande importancia no crescimento e
desenvolvimento de insetos (Newman et al., 2005). Em abelhas, o titulo de HJ na
hemolinfa é fator importante na diferenciacao de casta (Kerr 1974; Hartfelder e
Engles, 1998).

O perfil de expressdo do mRNA de MsEHJ e MsEHHJ de M. scutellaris
durante o desenvolvimento pés-embrionario (Figura 1), analisados por RT-PCR
semiquantitativo, revelou diferenca de expressdo desses genes durante o

desenvolvimento ontogenético.
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Figura 1: Perfil de expressao da EHJ e EHHJ durante o desenvolvimento pés-embrionario de M.
scutellaris usando RT-PCR semi-quantitativo. OD: densidade o6ptica. Actina foi utilizada para
normalizar a reacdo. L2: Larva 2; L3: larva 3; LPD: larva pré-defecante; LD: larva defecante; POB:
pupa de olho branco; POR: pupa de olho rosa; POM: pupa de olho marrom; POP: pupa de olho

preto; POPp: pupa de olho preto corpo pigmentado; RN: recém-nascido; Camp: campeira.

A analise de expressao dos genes MseHJ e MsEHHJ mostrou que, no
estagio larval, LPD tem o dobro de mRNA desses genes do que L3, pico que
ocorre em funcao da necessidade de degradar o HJ circulante para que ocorra a
metamorfose. Zhang et al., (2005) encontraram forte expressao da EHHJ no final
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do quarto e no inicio do quinto instar e decréscimo no final do quinto instar, em
Bombyx mori, exatamente como ocorreu em larvas de M. scutellaris no ultimo
instar larval. Em Culex quinquefasciatus ocorrem dois picos de atividade de EH,
um antes e outro durante a metamorfose (Lassiter et al.; 1995).

Khlebodarova et al. (1996) realizaram andlises comparativa da atividade de
duas enzimas metalolizadoras do HJ (EHJ e EHHJ) em Drosophila e verificaram
baixa atividade da enzima EHJ em larva, com um Unico pico de atividade durante
a metamorfose e declinio da atividade ap6s a mesma. Para EHHJ ocorre um pico
em larva, com declinio na metamorfose e aumento da atividade em adultos. No
quarto instar de Bombyx mori, Hirai et al (2002) verificaram transcritos da BmJHE
no corpo gorduroso, porém baixa atividade enzimatica na hemolinfa. Esses
autores comprovaram em andlises por western blot que BmJHE apesar de ser
transcrita no quarto instar é secretada na hemolinfa no quinto instar.

A atividade de EHHJ e EHJ de Culex quinquefasciata foi mensurada no
ultimo estagio larval e em pupa por Lassiter et al. (1995). Esses encontraram
niveis basais de atividade dessas duas enzimas durante os estagios de pupa.
Diferentemente desses resultados, encontramos uma forte expressdo de mRNA
de MsEHJ nas fases de pupa. Feng et al (1999), também, encontraram
expressao de mRNA de EHJ em Choristoneura fumiferana nos primeiros dias de
vida de pupa, porém a expressao diminuindo com o aumento da idade das pupas.
Keiser at al. (2002) encontraram forte atividade enzimatica de EH nos estagios de
larva, pupa e adultos de Ctenocephalides felis, e analises de expressdao de mRNA
revelaram uma expressao relativamente constante desse gene durante todos os
estagios do desenvolvimento. Observaram, ainda, que a EHHJ tem uma
expressao menor do que a esterase do HJ.

As andlises, por RIA, do titulo de HJ em larvas de M. scutellaris revelaram
que no estagio L3-3 dois individuos distinguem-se com alto titulo de HJ (327,25 e
346,31 pg/uL) entre os individuos que apresentaram titulos entre 190,0 a 31,12
po/uL (Figura 2). As larvas com alto titulo de HJ podem ser de rainhas, visto que
em meliponideos, as rainhas tém maior titulo de HJ circulante do que as operarias
(Hartfeldr e Rembold,1991; Kerr et al., 1975). O estagio de L3-3 mostrou ser o
mais favoravel para identificagdo de larvas que provavelmente se diferenciarao

em rainhas, pois € possivel destacar um grupo de individuos com titulos mais
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altos de HJ do que outros. Quando comparamos a expressao dos genes que
codificam para as enzimas EHJ e EHHJ com o titulo de HJ, em larvas, é possivel
correlacionar um aumento na expressdao dessas enzimas em LPD com um
agrupamento de individuos entre 100 e 3 pg/uL (Figura 2), confirmando papel

delas na degracao do HJ.
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Figura 2: Quantificagcdo de HJ de larvas por radioimunoensaio. L3-1: larva no estagio 3 (L3) com
grande quantidade de alimento e liquido, no alvéolo de cria. L3-2: larva L3 com alimento pastoso.
L3-3: larva L3 com pouco alimento e sélido no alvéolo de cria. LPD: Larva pré-defecante, sem

alimento no alvéolo de cria.

Em pupas de M. scutellaris, a analise mostrou expressao dos genes
MsEHJ e MsEHHJ nos estagios de pupa, o que discorda para os dados obtidos
para A. mellifera nessa fase do desenvolvimento. Os niveis basais de HJ
circulante na hemolinfa nos estagios de pupa, em Apis (Rembold, 1987), podem
estar relacionados com a auséncia de expressdo dos genes dessas enzimas,
nessa fase. Em Melipona, a expressao desses dois genes em pupa, pode indicar
presenca de HJ circulante nessas fases, o qual seria utilizado em processos
fisioldgicos diferentes daqueles que ocorrem em Apis.

Operarias recém nascidas, de M. scutellaris, apresentam alta expressao do
gene da EHHJ ao contrario de campeiras que apresentaram uma baixa
expressado. Resultado similar foi encontrado por Khlebodarova et al (1996) que
observaram elevada atividade da enzima EHHJ durante os estagios larvais,
rapida queda em pupa e altos niveis de atividade dessa enzima, em adultos de

37



Drosophila melanogaster. Entretanto, operarias recém-nascidas nao apresentam
diferenca na expressao da EHJ em relagdo as camperias.

Alguns estudos tém indicado que mudancgas nos titulos de EHJ e EHHJ na
hemolinfa de insetos sao reguladas temporalmente (Kramer et al., 1977; Wing et
al., 1981). Em C. fumiferana, HJ-l aumenta e 20E diminui a expressdao do mRNA
EHJ em cultura de células CF-203 (Feng et al., 1999). Em T. ni, analogo do HJ
induz a expressdao de mRNA EHJ in vivo (Verkataraman et al., 1994). Lassiter et
al. (1995) observaram aumento na atividade da EHHJ em pupas de Culex
quinquefasciatus, tratadas com HJ. Similarmente, encontramos um aumento da
expressdao de MsEHJ apéds trés e quatro horas de tratamento com HJ Il e
aumento na quarta hora na expressao da MsEHHJ, em larva LPD de M.
scutellaris (Figura 3), indicando que a expressao desses genes € regulada por

esse hormonio.
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Figura 3: Efeitos da aplicagao tépica de HJ lll na expressao de MsEHJ (A) e MsEHHJ (B). Larvas
(LPD) foram tratadas com 0,5 ug de HJ lll e a expressdo dos genes. MsEHJ e MsEHHJ foi
analisada por RT-PCR semiquantitavivo. Os asteriscos representam o tempo de tratamento em
que a diferengca de expressdo dos genes analisados entre os grupos controle e tratado foi
significativa (*: P<0,05; **: P<0,01 t-test). Foram feitos 3 experimentos independentes.

A comparacgao do perfil de expressdo de mRNA de pupas em M. scutellaris
com os titulos de ecdisona em Melipona quadrifasciata obtido por Pinto et al.

(2002) mostra em POR alta expressao dos genes que codificam para MsEHJ e
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MsEHHJ e baixo titulo de ecdisona em POM, a queda na expressdo desses
genes é acompanhada pela elevacao dos titulos de ecdisona (Figura 4). Para
verificar a hipoétese de que a ecdisona influencia na expressao dos genes MsEHJ
e de MsEHHJ, foi injetado ecdisona na fase de POR e analisada a expressao dos
genes na fase de POM. Nao se observou diferenca na expressao desses genes.
Levantam-se duas hipdteses: 1- ecdisona nédo tem influéncia na expressdo dos
genes MsEHJ e MsEHHJ; 2- enzimas degradam rapidamente a ecdisona exdégena

impedindo-a de alterar a expressao dos genes.
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Figura 4: Comparagdo dos titulos de ecdisona com a expressdo da MsEHJ e MsEHHJ em
operarias de Melipona. A curva de titulacdo de ecdisona, em Melipona quadrifasciata, foi feita por
Pinto et al. (2002). POB: pupa de olho branco; POR: pupa de olho rosa; POM: pupa de olho
marrom; POP: pupa de olho preto; POPp: pupa de olho preto corpo pigmentado.

Em M. scutellaris, a analise da via de degradacao do HJ mostrou que os
genes que codificam para as enzimas EHJ e EHHJ estao se expressando durante
todas as fases do desenvolvimento pdés-embrionario. Larvas que receberam
tratamento com HJ lll e foram analisadas 1, 2, 3 e 4 horas ap6s o tratamento
apresentaram aumento significativo da expressao desses genes 4 horas apés a
aplicacao, conforme se detectou via RT-PCR semiquantitativo. A quantificacao de
HJ circulante na hemolinfa depende da sintese, manutencédo e/ou degradacao do
HJ durante o desenvolvimento do individuo. Considerando isso, € possivel

concluir que a expressdao dos genes das enzimas de degradacdo do HJ esta
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diretamente relacionada como o0s processos fisiolégicos que, entre outros
produtos, promove a diferenciacdo em rainha ou operaria, em determinada fase
do desenvolvimento pés-embrionario.

A expressao dos genes das enzimas de degradacao do HJ em Melipona
mostrou perfil diferente do apresentado por A. mellifera (Santos, c.p.) o que pode
indicar envolvimento no peculiar mecanismo de diferenciagdo das castas em
Melipona corroborando a hipotese de Kerr (1974). Para testar essa hipétese, a
expressdo desses genes sera analisada, em trabalhos posteriores, durante o

desenvolvimento de rainhas.
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Capitulo 3

|dentificacdo de peptideos ligantes especificos em cérebro de
Melipona scutellaris por Phage Display in vivo

Resumo

Abelhas sao insetos sociais e excelentes modelos para estudos de neurobiologia
de aprendizagem e meméria porque, apesar de terem cérebro pequeno podem
realizar um repertério complexo de comportamento. Nesse trabalho, utilizamos a
técnica de Phage Display in vivo para identificar peptideos ligantes especificos ao
cérebro da abelha sem ferrdo Melipona scutellaris. Foram utilizados dois tipos de
bibliotecas apresentadas em fagos M-13, uma linear e uma constrita, somente
clones da biblioteca de peptideos linear foram seqiienciados. A andlise de
bioinformatica mostrou que todos os clones selecionados apresentaram peptideos
similares a proteinas expressas em cérebro de outros insetos. A analise de
expressao das proteinas do cérebro ligantes de peptideos (fagos) revelou que
alguns clones similares a transportadores de glutamato e lipoforina estédo
expressos somente em cérebro de adultos, enquanto que os ligantes de outros
clones estao expressos durante os estagios de pupa e adultos. A analise do
mapeamento da regido de ligacdo dos fagos no cérebro de M. scutellaris mostrou
que alguns fagos se ligam em todo o cérebro e outros tém ligacao sitio-especifica.
Foi verificada a funcionalidade de um clone similar a alatostatina, que modificou o

perfil de expressao de esterases em campeiras.
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Introducao
As abelhas séo insetos sociais e excelentes modelos para estudos de

neurobiologia da aprendizagem e memodria porque apesar de terem cérebro
pequeno, podem realizar um grande repertorio de comportamento (para revisao,
veja Menzel, 1999; Page e Erber, 2002). Elas apresentam “displays” cognitivos
ricos, complexos e flexiveis (Wehner, 1971) e formam colénia com uma Unica
rainha, alguns machos e centenas ou milhares de operarias. Em contraste com
rainhas e machos, as operarias realizam uma variedade de trabalhos dentro da
colénia. As operarias jovens (nutridoras) alimentam e cuidam das larvas e da
rainha em Apis. Em Melipona, as operarias aprovisionam o alvéolo de cria e apds
a oviposicao pela rainha, o operculam e o mesmo é reaberto na eclosdao do
adulto. Além disso, elas cuidam da estrutura da colméia e estocagem do mel e
polen. As abelhas campeiras coletam néctar e pélen (Kerr et al., 1962).

Esses comportamentos requerem um sistema sensorial elaborado que
permitem aprendizagem e memoéria (Tsuchimoto et al, 2004) e séao
acompanhados por mudancas no sistema endécrino, na bioquimica do cérebro e
demais estruturas associadas. Os niveis de hormoénio juvenil (HJ) e aminas
biogénicas sado altos em campeiras em comparagdo com nutridoras (Fahrbach e
Robison, 1996; Wagener-Hulme et al,, 1999). O volume de glomérulos no lobo
antenal e de neurépilas dos corpos de cogumelos aumentam, também,
dependendo da idade e da atividade do inseto (Sigg et al., 1997).

A tecnologia de Phage Display tem sido utilizada para produzir diagndsticos
clinicos, novas drogas contra diversas patologias e para mapeamento de
interacao proteina-proteina (veja revisdo em Rodi e Makowsi, 1999). Proteinas,
anticorpos, hormonios, inibidores de proteases, enzimas e proteinas que se ligam
a acidos nucléicos tem sido mapeados por essa técnica. Normalmente, utiliza-se
o bacteriofago filamentoso M-13 para construcdao de uma biblioteca de pequenos
peptideos fusionados a proteina plll, que permite realizar “screening” de
peptideos ligantes a molécula alvo por selegao in vitro (biopanning). Bibliotecas
de peptideos randémicos tém sido usadas com sucesso para identificar peptideos
bioativos contra receptores purificados e imobilizados ou contra células intactas
(Rodi e Makowski, 1999) e para identificar alvos ligantes de um 6rgao particular
ou um tipo celular in vivo (Pasqualini e Ruoslahti, 1996). Sem alvo, a particula
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viral (fago) ndo tem tropismo por células, exceto células bacterianas (Barry et al.,
1996).

Nesse estudo utilizamos a técnica de Phage Display in vivo para identificar
peptideos ligantes especificos no cérebro de abelha sem ferrdo M. scutellaris,
sobre a qual ndo existem dados na literatura sobre a estrutura e funcionamento
cerebral. Abelha Melipona tem importante papel na polinizagdo de plantas no
Brasil e apresenta importante mecanismo peculiar de determinagdo de casta
genético - alimentar (Kerr, 1974), podendo ser considerada um laboratério vivo
para pesquisas de natureza molecular. Bibliotecas de fagos expressando
heptapeptideos foram injetadas no abdome de campeiras e fagos ligantes ao
cérebro foram isolados. A analise de bioinformatica mostrou que todos os
peptideos séo similares a proteinas expressas em cérebro de outros insetos. As
analises de imunohistoquimica foram eficientes para mapear a ligacdo de alguns
fagos em regides especificas do cérebro e outros que se ligam em todo o cérebro.
A técnica de dot-blotting foi utilizada com sucesso para analisar a expressao de
proteina do cérebro que interage com o peptideo do fago, em todos os clones
analisados, a operaria campeira apresentou a marcacdo mais forte,
demonstrando que a técnica foi eficiente para selecionar fagos ligantes a
proteinas expressas em cérebro de operaria.
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Material e Métodos

Biopaning in vivo e Bioinformatica

Abelhas operérias de colméias de Melipona scutellaris coletadas no estado
da Bahia, Brasil (nas cidades de Catu, Murici e Alagoinhas), que sdo mantidas no
Meliponario Uberlandia, Uberlandia-MG, foram usadas como material bioldgico
nesse trabalho.

Duas bibliotecas comerciais de peptideo apresentadas em fago M-13 foram
utilizadas, sendo uma biblioteca linear heptapeptide phage library Ph.D.-7 e uma
constrita conformational heptapeptide phage library Ph.D.-C7C (complexitade:
1,28 x 10° transformantes) com heptapeptideos fusionados a proteina plll (3-5
copias por particula de fago) da New England BioLabs, Schwalbach, Alemanha.

Os fagos foram injetados no segundo tergito de operarias campeiras na
dose de 2 x 10° fagos/uL (mistura das duas bibliotecas) diluidos em tamp&o salina
fostato (PBS) e 30 min apds, o cérebro foi dissecado, colocado em eppendorf,
adicionado 1 mL de PBS-Tween (0.1% (v/v) no primeiro ciclo e 0.5% (v/v) nos
outros) e centrifugado a 5000 rpm por 1 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e 0 processo de lavagem foi repetido por 10 vezes para eliminar os fagos nao
ligados. Os fagos ligados ao cérebro foram eluidos com 50 mM glicina , pH 2.0. O
eluato foi neutralizado em tampé&o Tris 1 M (pH 9.1) e amplificado em Escherichia
coli ER2738 em 20 mL de LB e a selegao foi repetida mais trés vezes. Em cada
selecado, o eluato e o amplificado foram titulados. Apds o quarto ciclo de selegéo,
fagos foram escolhidos aleatoriamente para sequenciamento em MegaBace™
1000 (Molecular Dynamics/Amersham).

O programa DNA PRO (http://relic.bio.anl.gov/) foi utilizado para traduzir as
sequéncias. Andlise de similaridade dos heptapeptideos com proteinas de insetos
foi feita o banco BLAST search for short, nearly exact matches (NCBI:

http://www.ncbi.nlm.nig.gov/blast).
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Imunohistoquimica

Os cérebros de operarias campeiras foram dissecados e fixados em
solucdo de periodato-lisina-paraformaldeido contendo paraformaldeido 4% por 1
hora, desidratados e incluidos em parafina. Cortes de 5 um foram submetidos a
recuperacao antigénica com tampao citrato de sédio 10mM pH 6.0 em panela a
vapor por 30 minutos, bloqueados com leite desnatado 5% e soro normal de
cabra (1:6) por 4 horas e incubados com 1x10° fagos/uL overnight. Apés lavagem
do tecido com tampéao A (20 mM fosfato de sédio, pH 7.4 contendo 0.4 M NaCl e
Triton X-100 0.3%), as secgbdes foram incubadas com anticorpo anti-M13
conjugado com peroxidase (BioLabs) por 1 hora. Em seguida, foram lavadas com
tampao A e a revelagao da peroxidase feita utilizando-se 3, 3’-Diaminobenzidina
pelo kit DAB (Vector), segundo o protocolo do fabricante. Todos os procedimentos
foram feitos em camara umida e a temperatura ambiente. Os cortes receberam
contra-coloragdo com Hematoxilina Harris e, posteriormente, foram desidratados
e montados com Permout (Fischer Scientific) e laminula. Outros cortes foram
submetidos a coloragdo com Hematoxilina e Eosina para base morfolégica.

Dot-Blotting de Proteinas

Operarias de M. scutellaris nas fases de: pupa de olho branco (POB), pupa
de olho rosa (POR), pupa de olho marro (POM), pupa de olho preto (POP), pupa
de olho preto com corpo pigmentado (POPp), recém-nascida (RN) e campeira
(Camp) foram utilizadas nesse experimento. Apds dissecacdo, cérebros foram
macerados em tampao de extragao de proteina (20mM Tris-HCI pH 7,2; 10mM
EDTA, 2mM EGTA, 250mM sacarose, 1TmM DTT, 1mM benzamidina),
centrifugado por 10000 g por 15 min e o sobrenadante coletado, em seguida foi
feita quantificagdo de proteina pelo método de Bradford. Em membranas de
nitrocelulose Hybond (Amersham Bioscience), foram adicionados 12 ug (2 ul) de
proteina do cérebro de M. scutellaris. Ap6s secagem das proteinas, a membrana
foi bloqueada com leite desnatado 5% diluido TBS-T 0.5% por 1 hora. Em
seguida, o bloqueio foi trocado e adicionados 100 uL de sobrenadante de uma
cultura de fago amplificados overnight e foi incubado por 2 horas. Posteriormente,
a membrana foi incubada com anti-M13 (Biolabs) conjugado com peroxidase
diluido 1:5000 em solucao bloqueio, por 1hora. Apéds ligagcdo do anticorpo anti-
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M13, a membrana foi lavada 10 vezes com TBS-T 0.5% e revelada com Sigma
Fast 3,3’-Diaminobenzidine tablets sets (Sigma). A revelacao foi interrompida com
lavagens da membrana em agua destilada. Todos os processos de incubacao

foram processados a temperatura ambiente.

Eletroforese e Atividade esterasica

Os testes enzimaticos foram realizados por eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢des nao-desnaturantes, de acordo com o método de
Laemmli (1970), utilizando-se gel de separacdo a 12% e de empilhamento a 5%,
preparados em tampao Tris-HCI 0,375M, pH 8,8. Foram aplicados 100ug de
proteina total por amostra. A eletroforese foi conduzida a uma amperagem
constante de 40 mA, em tampéao de corrida Tris (0,087M) - Glicina (0,013M) pH
8,3, por 3 horas em camara fria (4 °C).

Apés a separacgao eletroforética, a identificagcdo das esterases foi realizada
de acordo com o método de Lapenta et al. (1998). Os géis foram pré-incubados
em tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 6,5 por cerca de 45 minutos a 37° C e, em
seguida, submetidos a coloracdo com a e/ou B naftil acetato, como substratos
sintéticos. As atividades a e [ esterases foram visualizadas nos géis como
bandas de coloracao preta e vermelha, indicando a hidrélise preferencial do a ou
do B-naftil acetato, respectivamente. A reacdo de coloracdo foi realizada no
escuro, a 37° C por 1 hora, em uma solugéo contendo 30 mg de a e/ou de B naftil
acetato, previamente diluidos em 1mL de acetona e combinados com uma
solucao recém-preparada e filtrada de 85 mg de Fast Blue R/R Salt em 100 mL de
tampao fosfato de sodio 0,1M , pH 6,5. As bandas com atividade esterasica foram

numeradas a partir da extremidade anddica do gel.
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Resultados e Discussao

Bibliotecas de peptideos apresentadas na superficie de fagos M-13 foram
utilizadas para selecao in vivo de peptideos ligantes ao cérebro de operaria de
Melipona scutellaris. Foram usados dois tipos de biblioteca de peptideos, uma de
heptapeptideos linear e outra de heptaptideos conformacional (constrita). A figura

1 mostra o esquema da selecao de fagos ligantes ao cérebro.
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Figura 1: Esquema da selecao de fagos ligantes ao cérebro de M. scutellaris.

No primerio ciclo foi utilizado PBS-Twenn 20 (PBS-T) 0.1% (v/v), para
lavagens de fagos nao ligados ao cérebro e nos demais, a concentracdo de
Twenn 20 foi aumentada para 0.5%, elevando a estringéncia do processo para
garantir a selecao de fagos altamente especificos. Os fagos ligados ao cérebro
foram recuperados mudando o pH do meio para 2.2, 0 que provoca uma mudancga

na estrutura de proteinas e, conseqlientemente, um rompimento da interacao

47



peptideo-proteina. No final de cada ciclo o eluato (fagos ligados ao cérebro) e o
amplificado foram titulados (Tabela 1).

Ap6s o quarto ciclo foram escolhidos clones aleatérios para
sequenciamento. A analise de bioinformatica apresenta seqliiéncias dos peptideos
dos fagos selecionados, o match com outras proteinas de insetos, a similaridade,
o nome da proteina que foi similar e a provavel funcédo (Tabela 2). Todos os
peptideos anotados nesse trabalho tiveram similaridade com proteinas expressas

em cérebro de insetos.

Tabela 1: Titulos de eluato e amplificado de cada ciclo.

Ciclo Eluato Amplificado
1° 46x10° 2,4x10"
2° 7,0x10° 4,0 X10"
3° 49x10° 3,5X10"
4° 42x10°

Entre os clones seqlenciados nao foi encontrado nenhum representante da
biblioteca constrita. Uma possivel explicacdo é que esse tipo de biblioteca é
construida colocando o inserto entre dois cédons para cisteinas. Os residuos de
cisteinas por fazerem ponte dissulfeto promovem formagdo de /loop nos
peptideos, conformacao que pode dificultar a interacao entre os peptideos do fago
e as proteinas do cérebro de M. scutellaris.

Apos andlises de bioinformatica, alguns clones foram escolhidos para, por
meio de imunohistoquimica, 0 mapeamento da regido de ligacdo ao cérebro de M.
scutellaris. Alguns clones ligaram-se em todas as regides do cérebro, E04 (similar
ao transportador de glutamato), F08 (similar ao dominio CUB) e G07 (similar ao
receptor gustatorio) e outros clones tiveram especificidade para determinadas
regides do cérebro, como os clones G02 (similar ao transportador de glutamato)
presente somente no lobo o6ptico, A10 (similar ao receptor de lipoproteina de
baixa densidade) que reconhece ligantes na regido do corpo de cogumelo e o
clone E10 (similar ao precursor de apolipoforina) reativo as regiées do lobo 6ptico

e lobo antenal do cérebro (Figura 2).
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Tabela 2: Andlise de Bioinformatica dos peptideos selecionados por Phage Display in vivo em M. scutellaris. A seqiéncia de

aminoacidos de vermelho, em Match, ndo séo similares a sequiéncias de peptideos do fago.

Clone  Peptideos Match Similaridade Nome Funcio Anotada
A03 VPHVNTP  VPTAKIHVNTP similar tO.CG33288-PB Alpha'-tubuhnv Suppressor and related RCC1 Cell division and chromosome partitioning / Cytoskeleton
[Drosophila melanogaster] domain-containing proteins
similar to Extracellular ligand-binding receptor GPCR,
A04  KAPELLP KAPELL ENSANGP00000009147 (Apis family 3, metabotropic glutamate receptor- Extracellular ligand-binding receptor.
mellifera) like
AO5  IVHRPIN HRPIN ENSAN GPOOOOOQZ4607 Cation channel, non-Tigand gated Cation channels are transport proteins responsible for the movement of cations through
[Anopheles gambiae str. PEST] the membrane.
A07 THMSNSN  HMSNS REG9316p [Drosophila axon growth cone guidance Migration of an axon growth cone is directed to a specific target site.
melanogaster]
similar to
A10  TVFPPTS TVFPP ENSANGP00000012534 [Apis Low-density lipoprotein receptor Low-density lipoprotein receptor
mellifera]
similar to
All  STLYTTK STAYTTK ENSANGP00000014070 [Apis Preprotein translocase subunit YidC Intracellular trafficking and secretion
mellifera]
similar to
B0l  WSNTTAT WNNTTA ENSANGP00000005994 [Apis Activin type II receptor Involved in transmembrane signalling,
mellifera]
ENSANGP00000017995 S . o
B03  AGALHQF ALHQF [Anopheles gambiac str. PEST] ATP/GTP-binding site motif A (P-loop) ATP binding
B0O5 AVPDWSL  VPDWSL ENSANGP00000007163 Phosphatidylinositol 3- and 4-kinase, Production of the secondary messenger inositol-1,4,5,-trisphosphate.

[Anopheles gambiae str. PEST]

catalytic
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B09

BI1

BI12

B10

C02

C03

C04

C05

C06

Co07

Cl1

CI12

D02

HPPQYQN

KHWSPMS

TQLVTAK

QPPYPLR

QLRLMNH

TFLAIKP

HVPWHTA

QPYPQPR

QWPKSYF

FLPVSSL

TYIQFPP

IPTHPSG

YLAPRSD

PPEYQN

HWTPM

TQLVT

QPPYP

QIRLMDH

TFLAI

HVPWQ

QPYPQP

QWPKSQ

FLTVSSL

YIQFP

IPTQPS

YLAPR

ENSANGP00000022705
[Anopheles gambiae str. PEST]

similar to Neuroglian precursor
[Apis mellifera]

Q8IMQ6 [Drosophila

melanogaster]

ENSANGP00000013354
[Anopheles gambiae str. PEST]

similar to
ENSANGP00000009655 [Apis
mellifera]

ENSANGP00000019225
[Anopheles gambiae str. PEST]

AAB96654 [Heliothis virescens]

RH66362p [Drosophila
melanogaster]

ENSANGP00000013018
[Anopheles gambiae str. PEST]

ENSANGP00000012634
[Anopheles gambiae str. PEST]

CG32853-PA [Drosophila
melanogaster]

ENSANGP00000004338
[Anopheles gambiae str. PEST]

ENSANGP00000019858
[Anopheles gambiae str. PEST]

Na+/K+ ATPase, beta subunit

similar to Neuroglian precursor [Apis
mellifera]

Putative gustatory receptor 97a

Fibronectin, type III

Ca2+-dependent lipid-binding protein

Olfactory receptor, Drosophila

juvenile hormone esterase

N-methyl-D-aspartate selective glutamate
receptor

ABC transporter, transmembrane region

Sodium/calcium exchanger membrane region

Probable G-protein coupled receptor Mth-
like 12

Pleckstrin homology-type

Pleckstrin-like

sodium:potassium-exchanging ATPase activity

members are components of neural cell adhesion molecules

Fibronectins are glycoproteins found in an insoluble form in loose connective tissue and
basement membranes

olfactory receptor activity.

Degradacdo Hormonio Juvenil

ionotropic glutamate receptor activity.

ATP binding, ATPase activity, coupled to transmembrane movement of substances

Sodium/calcium exchangers regulate intracellular Ca2+ concentrations.

The PI domain has a similar structure to the insulin receptor substrate-1 PTB domain.

Proteins involved in intracellular signaling or as constituents of the cytoskeleton
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D03

D04

D05

D06

D09

D10

D12

EO1

EO04

E06

E07

E08

E10

Ell

FIPTHHA

YPMTLWG

APRDPAK

FDAHHLT

KALPLGP

ALTTPTR

IHHNLPM

SSMYPQW

NHWLSPL

VHPMPIS

MDTFPDP

SLAQTRL

RPNINFD

HDTTPTP

FIPTLH

PMTLW

APREPAK

FDAHH

KLLPLGP

TTPTR

HNLPM

SSMFPDW

NHWLSPL

VVPMPIS

MDTIPD

SLAAVQTRL

PKINFD

HETTPSP

ENSANGP00000016875
[Anopheles gambiae str. PEST]

ENSANGP00000017849
[Anopheles gambiae str. PEST]

CG7173-PA [Drosophila
melanogaster]

XP_394311 [Apis mellifera]

ENSANGP00000022987
[Anopheles gambiae str. PEST]

ENSANGP00000004655
[Anopheles gambiae str. PEST]

ENSANGP00000013459
[Anopheles gambiae str. PEST]

ENSANGP00000020874
[Anopheles gambiae str. PEST

AAB84380 [Trichoplusia ni]

CG8743-PA [Drosophila
melanogaster]

ENSANGP00000015009
[Anopheles gambiae str. PEST]

CG4168-PA [Drosophila
melanogaster]

T18358 Manduca sexta (tobacco
hornworm)

GHO09355p [Drosophila
melanogaster]

Laminin-type EGF-like

Laminin-type EGF-like

Proteinase inhibitor I1, Kazal

similar to insulin-like peptide receptor; ILP-R

[Apis mellifera].

K+ channel, pore region

Opioid growth factor receptor repeat

Speract/scavenger receptor

Rhodopsin-like GPCR superfamily

high-affinity Na+-dependent glutamate

transporter

calcium channel

Leucine-rich repeat

transmembrane receptor protein
serine/threonine kinase activity

apolipophorin precursor protein

chitin binding

Components of basement membranes that mediate cell adhesion, growth migration, and
differentiation.

Components of basement membranes that mediate cell adhesion, growth migration, and
differentiation.

Peptide proteinase inhibitors

Each type of K+ channel is activated by different signals and conditions depending on
their type of regulation.

Act as growth factors in neural and non-neural cells and tissues, in addition to serving for
neurotransmission/neuromodulation in the nervous system.

A membrane glycoprotein implicated in the pathologic deposition of cholesterol in arterial
walls during artherogenesis), an enteropeptidase and T-cell surface glycoprotein CD5
(may act as a receptor in regulating T-cell proliferation)

Protein family that includes hormone, neurotransmitter and light receptors.

calcium ion transport

Proteins with diverse functions, such as hormone — receptor interactions, enzyme
inhibition, cell adhesion and cellular trafficking

transmembrane receptor protein serine/threonine kinase signaling pathway, transmission
of nerve impulse

Interacting selectively with chitin, a linear polysaccharide consisting of P-1,4-linked N-
acetyl-D-glucosamine residues
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E12

FO1

F02

FO03

FO4

F06

FO07

FO8

F10

G02

QNSNSPP

EGQWWLA

YSLSGSG

SSLYLSM

NINHVTY

SVLQPSI

AWSSQLS

SLIADRK

ITRDYSN

QQTNYLH

AWMGVRP

TNSMPLT

STARISW

QNSNSPP

QGDWWLA

YSLSGTG

SSLYLS

NHVTY

SVLLPMK

WSSQL

SLVADR

VTRDYNN

QQTNYLH

WMGVR

SMPLT

STPRISW

CG5166-PA, isoform A
[Drosophila melanogaster]

similar to
ENSANGP00000005994 [Apis
mellifera]

CG6977-PA [Drosophila
melanogaster]

ENSANGP00000010177
[Anopheles gambiae str. PEST]

CAD27762 [ Anopheles gambiae]

XM_393130 [Apis mellifera]

CG11895-PA [Drosophila
melanogaster]

ENSANGP00000006827
[Anopheles gambiae str. PEST]

similar to
ENSANGP00000021248 [Apis
mellifera]

similar to

ENSANGP00000010049 [Apis
mellifera]

AAP49026 [Vanessa cardui]
Lepidoptera

ENSANGP00000023859
[Anopheles gambiae str. PEST]

XP_397471 [Apis mellifera]

Ataxin-2

SH3

Cadherin

ABC transporter related

Cadherin

Apis mellifera similar to allatostatin
neuropeptide precursor

Protocadherin-like wing polarity protein stan

CUB

Aminopeptidase N [Amino acid transport and
metabolism]

PRAT family protein

blue-sensitive opsin

gustatory receptor

similar to lachesin

The sequential, electrochemical polarization and depolarisation that travels across the
membrane of a nerve cell (neuron) in response to stimulation

SH3 (Src Homology-3) domains are small protein modules . They are found in a great
variety of intracellular or membrane-associated proteins

Cadherins are calcium dependent cell adhesion proteins

Responsible for the controlled efflux and influx of substances (allocrites) across cellular
membranes

putative cell-adhesion protein

Group of insect neuropeptides that inhibit juvenile hormone biosynthesis.

Involved in the fz signaling pathway that controls wing tissue polarity. Also mediates
homophilic cell adhesion.

The CUB domain is an extracellular domain which is found in functionally diverse,
mostly developmentally regulated proteins and in peptidases belonging to MEROPS
peptidase families M12A (astacin) and S1A (chymotrypsin)

The members differ widely in specificity, hydrolysing acidic, basic or neutral N-terminal
residues. This family includes leukotriene-A4 hydrolase.

This family includes the PRA1 (Prenylated rab acceptor) protein. This family also
includes the glutamate transporter EAACI interacting protein GTRAP3-18

photoreceptor

Cell adhesion molecule (cam). Immunoglobulin-like domains may be involved in
protein-protein and protein-ligand interactions.
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G09

G10

Gl1

HO4

HO5

STTSLYF TSLYF

STLLPSI STLLPDI

MNHHAYQ MNHH

SQILAGG SQILAGG

GPLLTPE PLLTPE

CG3182-PB, isoform B
[Drosophila melanogaster]

ENSANGP00000001414
[Anopheles gambiae str. PEST]

ENSANGP00000017535
[Anopheles gambiae str. PEST]

ENSANGP00000013427
[Anopheles gambiae str. PEST]

ENSANGP00000019227
[Anopheles gambiae str. PEST]

potassium channel

CD36 antigen

Olfactory receptor, Drosophila

K+ channel, pore region

Esterase/lipase/thioesterase

CD36 is a scavenger receptor for oxidized LDL and shed photoreceptor outer segments
and in recognition and phagocytosis of apoptotic cells and is the cell adhesion molecule in
platelet adhesion and aggregation, platelet-monocyte and platelet-tumor cell interaction

Candidate odorant receptors in Drosophila.

This profile covers the active site serine of a wide variety of enzymes including esterases,
lipases, peptidases etc.
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Figura 2: Mapeamento da regido de ligacdo de alguns fagos ao cérebro de M. scutellaris por
imunohistoquimica. 1 — esquema do cérebro de abelha, CC: corpo de cogumelo; LA, lobo antenal;
LO: lobo 6ptico. 2 — Fagos que marcaram todo o cérebro: A-C: E04 — transportador de glutamato;
D-F: FO8 — dominio CUB; G-l: GO7 — receptor gustatério; J-L: hematoxilina-eosina (HE). Bar:
40um. 3 — Fagos que marcaram regides especificas, A (LO) e C (CA): E10 — lipoforina; B (LO):
G02 — transportador de glutamato; D (CC): A10 — receptor de lipoproteina. Bar: 40um.

A andlise da expressao dos ligantes proteicos, por dot-blotting, durante o
desenvolvimento de pupa e adultos (recém-nascido e campeira) mostrou
expressao diferencial dos ligantes de todos fagos testados. Os clones G02, E04 e
E10 marcaram somente adultos, os recém-nascidos com fraca marcacédo e as
campeiras com forte marcacdo. Enquanto que os clones G07, A04, A10 e FO8
reconheceram todas as fases analisadas, porém, campeira teve marcacao mais
forte que os demais estagios. Esses dados refletem a expressdo da proteina
presente no cérebro, a qual os peptideos interagem e nao a expressdo dos
peptideos (Figura 3).
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Figura 3: Analises por dot-blotting da expressao da proteina no cérebro de M. scutellaris ligante
ao peptideo. POB: pupa de olho branco; POR: pupa de olho rosa; POM: pupa de olho marrom;
POP: pupa de olho preto; POPp: pupa de olho preto corpo pigmentado; RN: recém-nascido;

Camp: campeira.

Esse trabalho foi pioneiro em utilizar a técnica de Phage Display para
identificar moléculas ligantes no cérebro de um inseto eusocial, como é o caso da
abelha sem ferrao M. scutellaris. As analises dos heptapeptideos mostraram
similaridade com receptores ibnicos, canal ibnico, moléculas guias, moléculas de
adesdo, enzimas, neuropeptides e proteinas de transportes. Alguns
heptapetideos tiveram similaridade com moléculas de adesao como fibronectina,
laminina (Schock e Perrimon, 2003), caderina (Hill et al., 2001) e neurogliana,
uma molécula de adesao neural (Forni et al., 2004). As moléculas de adesao
estdo envolvidas em multiplos eventos morfogenéticos no desenvolvimento de
insetos, bem como no modelamento do sistema nervoso central, estabilidade na
formacao de tecidos e sinalizacado intercelular (Hill et al, 2001; Schock e
Perrimon, 2003). O clone F08 é similar ao dominio extracelular CUB presente em
proteinas relacionadas com desenvolvimento. Esse clone teve similaridade com o
gene de Anopheles gambie ENSANGO00000006827, que contém além do dominio
CUB, um dominio EGF Lam (laminin-type epidermal growth factor-like domain).
Esse gene é ortélogo ao CG7466 (Drosophila melanogaster). A analise no banco

de dados Flybase (http://flybase.bio.indiana.edu) mostrou que esse gene atende
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aos processos bioldgicos: adesdo celular, comunicacdo celular, resposta
defensiva, desenvolvimento do ectoderma e neurogénese. Anholt e Machay
(1991) referem-se ao gene CG7466 como uma proteina de adeséao celular.

O clone A10 foi similar ao receptor de lipoproteina de baixa densidade
(receptor LDL), e seu ligante imunolocalizado no corpo de cogumelo, regidao do
cérebro responsavel pela aprendizagem e meméria (Fahrbach et al., 1998).
Provavelmente, devido a atividade neuronal, ocorreu expressao do ligante desse
clone em todas as fases do desenvolvimento, com maior expressao em
campeiras em funcdo do status de forrageamento (Figura 3). Apesar de ser um
receptor de LDL, tem a capacidade de mediar a endocitose de lipoforinas
(Dantuma et al., 1999) que sao proteinas multiméricas, tipo HDL, da hemolinfa e
transportam gorduras, feroménios, HJ e lipideos cuticulares para seu sitio de
utilizacdo (Soulages e Wells, 1994). O repertério comportamental pode ser,
também, regulado por feromdnios. (Grozinger et al., 2003). O ligante do clone
similar a lipoforina esta presente em regides de processamento sensorial, lobos
optico e antenal (Figura 2, 2A e C), e ainda com maior expressao em campeira
(Figura 3), sugerindo que o ligante no cérebro esteja relacionado a sinalizagcao por
meio de feroménio em adultos.

As comunicagoes intercelulares e sensoriais de animais sdo mediadas por
receptores transmembranicos acoplados a proteina G (GPCRs) e seus ligantes.
GPCRs sado ativados por uma variedade de ligantes, luz, ions,
neutrotransmissores, odor e horménio (Mitra et al., 2004). O glutamato funciona
como agonista do receptor N-methyl-D-Aspartate (NMDA) e esta envolvido na
aprendizagem e memaria nos animais (Milner et al., 1998). Recentes descobertas
demonstraram que a transmissao glutamatérgica é parte integral na meméria de
Apis mellifera (Si et al., 2004). Liu et al. (2005) decreveram um receptor
ionotrépico de glutamato (GluCl) em Diploptera puctata, onde verificaram que a
ativacdo dos canais GIuCl das glandulas corpora allata induz a uma
hiperpolarizagdo das células, devido ao influxo de ions cloreto e diminui a
biossintese de HJ.

Funada et al. (2004) clonaram dois receptores metabotrépicos de
glutamato no cérebro de Apis e verificaram que o receptor AmGIURB esta

expresso somente no cérebro, enquanto o receptor AmMGIURA expressa-se no
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cérebro, abdome e torax, sugerindo que esse Ultimo esteja presente em terminais
pré-sindpticos de juncbes neuromusculares de abelhas. Esses autores
analisaram, também, o perfil de expressao desses receptores em diferentes
idades de operarias adultas, verificando que nao existe diferenga na expressao.
Em M. scutellaris foram encontrados dois clones com similaridade ao receptor
NMDA (receptor de glutamato). O clone A04 teve similaridade com Apis mellifera
e a proteina ligante ao peptideo (fago) apresentou expressdo durante todo o
desenvolvimento de pupa de operaria, com aumento gradual na expressao desde
recém-nascido até campeira de M. scutellaris (Figura 3), diferente do resultado
encontrado por Funada et al. (2004). Essa diferenca pode decorrer de diferentes
genes em Apis e Melipona, visto que a familia de genes para receptores de
glutamato ndo esta totalmente caracterizada, ou ainda, o perfil de expressao
desses genes em Melipona, pode ser diferente do de Apis.

Foram encontrados, também, dois clones similares a transportadores de
glutamato, que sao responsaveis pela liberacdo e re-captacdo do glutamato na
fenda sinaptica e estdo presentes nos terminais pré- e pdés-sinapticos, sendo
dependentes de sbdio e tendo agao distinta do receptor de glutamato (Veenberg,
1998). Kucharski et al. (2000) clonaram um gene do transportador de glutamato
de A. mellifera e o perfil de expressao desse gene sugere que o glutamato € um
importante neurotransmissor no cérebro de abelhas, principalmente nos lobos
opticos e nos corpos de cogumelo. Os resultados de imunohistoquimica em M.
scutellaris corroboram esses dados encontrados. O fato do clone E04 ter marcado
todas as regides do cérebro (Figura 2, 2A, B e C) e o clone G02 somente o lobo
optico (Figura 2, 3B), e ainda, que campeiras apresentaram maior expressao do
ligante (Figura 3), sugere que o glutamato tem importante papel na aprendizagem
de campeiras de Melipona.

Todos o0s organismos especializados tém mecanismos para reconhecer e
responder as informacdes quimiossensoriais do ambiente. Os neurdnios olfatérios
reconhecem substancias volateis servindo de recurso, habilitando o organismo
para detectar alimento, predadores e no acasalamento. Em contrastes, neurdnios
gustatérios reconhecem substdncias quimicas soluveis, habilitando o
comportamento de alimentagdo. Em insetos, neurbnios tacteis também sao

responsaveis pela iniciacdo sexual e respostas reprodutivas (Scott et al., 2001).
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Em M. scutellaris a imunolocalizacdo do clone GO07, similar a receptor gustatorio,
mostrou a expressao do ligante em todo o cérebro (Figura 2; 2G, H e |) e de
acordo com o dot-blotting, o ligante é expresso em todos os estagios do
desenvolvimento (Figura 3).

Alguns clones tiveram similaridade com canais iénicos (canal de K*, Ca*" e
Na®) e proteinas transportadoras (ABC transport). Os canais idnicos tém
importante papel na regulacdo da excitabilidade, atividade ritmica e funcgao
singptica (Gisselmann et al., 2004). Tsuchimoto et al. (2004) encontraram genes
categorizados como transportadores de neurotransmissores e canais ibnicos que
sao altamente expressos em campeira quando comparado com abelhas recém-
nascidas em Apis. O sistema de transporte ABC (ATP Binding Cassete)
compreende uma classe de proteinas transportadoras de membrana que utiliza a
energia da hidrélise do ATP para translocar solutos em membranas biolégicas,
além de estarem envolvidas em processos de transducao de sinal, secrecédo de
proteinas, resisténcia a antibidticos e drogas, apresentacdo de antigeno,
patogénese bacteriana e esporulacao (para revisdo Schneider e Hunke, 1998).
Classes de proteinas transportadoras e de canais idnicos sdo importantes para as
funcdes desempenhadas pela campeira e, também, para os processos de
metamorfose em abelhas.

Dois heptapeptideos, em particular, chamaram atencdo nesse trabalho, um
similar ao neuropeptideo alatostatina e outro a enzima Esterase do Hormdnio
Juvenil (EHJ). Alatostatina é uma familia de neuropeptideos que inibem a
biossintese do Horménio Juvenil (Woodhead et al., 1989; Reichwald et al., 1994)
e a EHJ é uma enzima, produzida no corpo gorduroso e secretada na hemolinfa,
que participa da via de degradacao do HJ, convertendo-o em HJ &cido (Hilton e
Hammock, 2001).

O Horménio Juvenil (HJ) pertence a um grupo de sesquiterpenoides
aciclicos que regulam muitos aspectos da fisiologia de insetos como
desenvolvimento, reproducdo, diapausa, polietismo e determinacdo de casta
(Riddiford, 1996; Hartfelder e Engels, 1998; Bonetti et al., 1995; Robinson, 1987).
A atividade biossintética dos corpora allata (CA) é, geralmente, considerada o
principal fator de regulacao dos titulos de HJ (Tobe e Stay, 1985). Em funcéao
disso, ndo esperavamos encontrar um clone similar a EHJ (C04), visto que essa é
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uma enzima circulante na hemolinfa (Hirai et al, 2002). A presenca do clone C04
ancorado a alguma molécula no cérebro (panning in vivo) pode indicar a
existéncia de um receptor para essa enzima ou alguma molécula ligante nesse
orgao de Melipona, provavelmente, devido a necessidade de degradar o HJ
circulante e impedir um super-estimulo provocado por este hormdnio, ou ainda,
para evitar feedback negativo, ja que as glandulas CA localizam-se préximas ao
cérebro. As andlises de sequenciamento da biblioteca de cDNA de cérebro de
Apis mellifera do Dr. Gene Robinson, da Universidade de lllinois (EUA),
detectaram ESTs com similaridade a EHJ, indicando a expressao desse gene no
cérebro dessa abelha (Whitfield et al., 2002).

Para verificar se o peptideo expresso pelo clone F06 (similar alatostatina)
tem a capacidade de ativar os receptores de alatostatina no CA, injetamos fagos
em operdrias adultas e analisamos o perfil de esterases apdés uma hora e meia.
Como controle negativo utilizamos fago Helper (linhagem selvagem, sem
peptideo) e abelhas sem injecdo. Fagos com peptideo ligantes ao HJ (Vieira, nao
publicado) foram usados como controle positivo. Nossa hipdtese é que esses
fagos ligam ao HJ circulante, impedem sua entrada na célula, bloqueando seu
efeito hormonal na regulacdo génica. O perfil esterasico mostrou que nos
individuos tratados como o pool de fagos ligantes ao HJ, foram expressas as
esterases EST-1, EST-2, EST-4, EST-6 e EST-7 com hidrélise do substrato a-
naftil acetato. Hidrolizaram o B-nafitil acetato, as EST-1, EST-3, EST-4 e EST-5
(Figura 4, A e B). As abelhas injetadas com o clone FO6 tiveram resultado similar,
expressando as mesmas esterase. As abelhas Controle (ndo injetadas)
apresentaram, em gel, esterases contra a-naftil acetato: EST-2, EST-3, EST-4,
EST-5, EST-6 e EST-7; enquanto que as EST-1, EST-2, EST-4 e EST-5 contra j3-
naftil acetato (Figura 4, A e B).
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Figura 4: Perfil de esterases apds inoculagdo de 2 x 10" fagos: 1: fago Helper; 2: clone F06
(similar alatostatina); 3: pool de fagos ligantes ao HJ; 4: controle (abelha sem injegéo). Figura A -

coloragdo com a-acetato. Figura B - coloracdo com [-acetato.

As EST-3 e EST-5 (o naftil acetato) e a EST-2 (B-naftil acetato) ocorrem
somente na amostra Controle, correspondendo ao produto de genes que sao
desligados pela presenca de fagos com peptideos fusionados a plll ou néao.
Algum produto do fago tem influéncia sobre a expressao do gene das EST-3,
EST-5 e EST-2 desligando-os. Esse produto deve estar relacionado ao
mecanismo de defesa da abelha, que pode estar bloqueando a expressao desses
genes pela entrada do fago. Outros testes in vivo, com acompanhamento do
desenvolvimento da operaria, seguidos da caracterizacdo do gene dessas
enzimas sao necessarios para testar essa hipétese.

O aumento da expressado da EST-6 (a-naftil acetato) e da EST-3 (B naftil
acetato) sdo exclusivas das amostras que receberam tratamento com fagos com

peptideos fusionados a plll. A expressdo dessas esterases foi influenciada pela
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presenca dos peptideos que ao se ligarem ao receptor de alatostatina (amostra 2,
Figura 4 A e B) diminuiu a biossintese do HJ pelos CA, ou ao se ligarem ao HJ
circulante (amostra 3, Figura 4 A e B) impedem sua entrada na célula,
bloqueando a acao do HJ sobre a expressao génica. A expressao dos genes da
EST-6 e EST-3 devem ser suprimidas pela presenca do HJ, com a diminuicdo de
HJ circulante, esses genes séo ligados.

Esse é um indicio da funcionalidade dos peptideos selecionados no
panning in vivo. Serao feitos outros experimentos para verificar nossa hipétese
com a dosagem de HJ ap6s a injecao do clone similar a alatostatina. Foi possivel,
ainda, observar a supressao de esterases apds a aplicagdo dos fagos, até mesmo
com o fago helper que nao contém peptideo.

Cinglenta e oito peptideos foram identificados como ligantes ao cérebro de
Melipona scutellaris, dos quais, somente trés (KAPELLP, QLRLMNH e IHHNLPM)
tiveram dois clones repetidos, o que reflete na diversidade de ligantes
encontrados no cérebro dessa abelha. A técnica de phage display in vivo foi
eficiente para a caracterizacdo de peptideos ligantes no cérebro de Melipona. A
identificacdo das proteinas do cérebro de abelhas ligantes aos peptideos podera
contribuir para estudos de neurobiologia e entendimento do complexo
comportamento de abelhas.
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Conclusao Geral

As investigacdes dos peptideos ligantes ao cérebro e as analises do perfil de
expressdo das enzimas das vias de biossintese e degradacdo do Hormonio

Juvenil em Melipona scutellaris revelaram que:

e A expressdao do gene da enzima o-metiltransferase do &cido farnesodico

(MsFAMeT) tem relacdo com o processo de determinacao de castas.

e O gene MsFAMeT apresenta um splicing alternativo para um micro-éxon de
27 nucleotideos, com expressao e fungdes inseto, estagio e tecido-especificos e
dependente de modificacées pds-traducionais.

e O transcrito menor do gene MsFAMeT parece estar associado a via de
biossintese de Hormdnio Juvenil, visto que sua expressdo € menor em rainha e

mostrou ser inibido pela aplicagéo topica de HJ Ill.

e O transcrito maior da MsFAMeT aparentemente n&do funciona como conversor
do acido farnesoico para metilfarnesoato, mas apresentou expressao diferencial

nas castas.

e A analise do perfil de expressdo dos genes das enzimas Esterase do
Horménio Juvenil (EHJ) e Epoxide Hidrolase do Horménio Juvenil (EHHJ)
revelou que essas enzimas sao expressas durante todo o desenvolvimento pés-

embrionario de M. scutellaris.
e A aplicagdo topica de HJ Il em larvas provocou aumento na expressao dos

genes EHJ e EHHJ dentro de um periodo de 4 h apds o tratamento e injecéo de

ecdisona nao teve influéncia na expressao desses genes.
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e A analise do titulo de HJ por radioimunoensaio (RIA) mostrou que o estagio
L3-3 é o mais favoravel para deteccdo de larvas que se diferenciardo em

rainhas.

e O aumento da expressdo dos genes das enzimas EHJ e EHHJ teve
correlacdo com agrupamento de individuos com baixos titulos de HJ,
confirmando o papel dessas enzimas na degradacao desse horménio.

e Os genes que codificam para as enzimas EHJ e EHHJ se expressam durante
os estagios de pupa, indicando a presenca de HJ circulante nessas fases.

e A técnica de Phage Display foi eficiente para isolar peptideos ligantes ao
cérebro de M. scutellaris. Todos os peptideos isolados tiveram similaridade com

proteinas expressas no cérebro de insetos.

e Andlises por dot-blotting revelaram peptideos ligantes para proteinas com
expressao somente em cérebro de operarias adultas (G02 e E04 e E10) e outros
que se expressam durante os estagios de pupa e adulto (G07, A04, A10 e F08).

e A regido de ligacdo do fago ao cérebro de M. scutellaris foi mapeada por
imunohistoquimica que permitiu identificar peptideos que se ligam em todo o
cérebro (clones E04, FO8 e GO7) e outros que se ligam em regides especificas,
como o clone G02 no lobo 6ptico, A10 no corpo de cogumelo e o clone E10 que
reconhece ligantes nas regides do lobo 6ptico e lobo antenal do cérebro.

e O peptideo FO8 mostrou ser funcional, modificando o perfil de expressao de

esterases ap6s 1 hora e 30 minutos de injecdo desse fago em operarias

campeiras.
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