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RESUMO 
 
 
RNAs de fita dupla oferecidos na dieta de larvas causam alterações fisiológicas no 
desenvolvimento das castas de Apis mellifera 
 
 
Abelhas adultas produzem vitelogenina, a principal proteína da hemolinfa. Ela está envolvida 
na reprodução, comportamento, imunidade, longevidade e regulação da organização social. A 
interferência por RNA interference é a mais promissora ferramenta para estudos de função 
gênica, baseada na introdução de duplex de RNA (dsRNA) que induz a degradação de 
transcritos alvo-específicos. Injeção de dsRNA altera a transcrição de vitelogenina, mas 
evidências apontam que a ativação do sistema imune em abelhas seja um efeito colateral 
destaa manipulação. Desenvolvemos um método para o silenciamento do gene codificador de 
vitelogenina no desenvolvimento pós-embrionário, que minimiza os efeitos da manipulação, 
onde 0,5 µg de dsRNA de vitelogenina (dsVg) ou de GFP (controle exógeno, dsGFP) foi 
oferecido na dieta natural de larvas de segundo estágio, as quais foram mantidas na colônia. 
Nosso enfoque principal foi a compreensão dos efeitos do silenciamento pós-transcricional de 
rainhas e operárias de A. mellifera, em especial na fase larval. Operárias adultas reconhecem 
larvas tratadas e as remove. Mantemos certa distância entre as células de cria que recebiam o 
tratamento e a remoção de larvas tratadas diminuiu consideravelmente. A expressão de 
transcritos de vitelogenina em indivíduos sem tratamento e tratados foi analisada no quinto 
estágio larval de ambas as castas, bem como em operárias adultas de 7 dias e rainhas recém-
nascidas, utilizando-se PCR em tempo real e a expressão do gene codificador de actina como 
controle endógeno. Em adultos, controles sem tratamento e dsGFP expressaram quantidades 
similares de transcritos de vitelogenina. Os grupos alimentados com dsVg tiveram expressão 
reduzida de vitelogenina, a saber: quinto estágio larval de operárias (91%) e de rainhas (71%), 
operárias de 7 dias (88%) e rainhas recém-nascidas (70%). O silenciamento da vitelogenina 
não afetou a morfologia dos adultos, mas sim a fisiologia de larvas de ambas as castas, como 
nos títulos de hormônio juvenil e concentração de proteínas circulantes na hemolinfa. 
Concluímos que a ingestão de dsRNA é um método não-invasivo que induz silenciamento 
gênico e, assim, uma ferramenta eficiente para estudos funcionais pós-genoma. Os 
mecanismos regulatórios do gene codificador de vitelogenina e seu papel na diferenciação de 
castas estão em discussão. 
 
 
Palavras-chave: ingestão de RNAi, Apis mellifera, vitelogenina, expressão gênica. 



ABSTRACT 
 
 
Double-stranded RNA ingested by Apis mellifera larvae promotes phisiological disturbs 
in caste development 
 
 
Adult bees produce vitellogenin (Vg), the main protein in hemolymph; it is involved in honey 
bee (Apis mellifera) reproduction, behavior, immunity, longevity and regulation of social 
organization. Genetic interference mediated by injection of double-stranded RNA (dsRNA) is 
a powerful tool for the analysis of gene function in Apis mellifera. Injection of dsRNA 
effectively alters vitellogenin transcription; however, evidence has been found of immune 
system activation in treated bees, which could be a collateral effect of treatment. 
Consequently, we developed a non-invasive protocol for disruption of the A. mellifera genes 
exemplified by vitellogenin mRNA silencing, to understand it, mainly, in the female larval 
context. Second instar larvae were treated as follows: the treatment group received 0,5 µg of 
double-stranded vitellogenin RNA (dsVg) mixed with larval food deposited in the worker 
brood cells; control group 1 was left to develop without treatment, while control group 2 
received dsGFP (Green Fluorescent Protein), as an exogenous control. Treated and control 
larvae were maintained in the colony until adult emergence. Workers recognized dsRNA-
treated larvae and frequently removed them. To circumvent this problem we increased the 
distance between the treatment groups. Vg gene expression were determined for fifth instar 
larvae of both castes and for 7 day-old workers and newly-emerged queens, evaluated by 
quantitative real time PCR, using actin as an endogenous control. For adults, we found that 
controls, dsGFP- and non-treated bees expressed similar amounts of Vg transcripts. The 
dsVg-fed groups had significantly reduced Vg gene expression in fifth instar larvae of 
workers (91%) and queens (71%) and, also, in 7 day-old workers (88%) and newly-emerged 
queens (70%). Disruption of the Vg gene did not affect adults morphology but physiological 
larval traits of both castes, as juvenile hormone titre and protein concentration. We conclude 
that dsRNA ingestion is an effective non-invasive method for inducing knockdown and an 
efficient approach for post-genome functional studies. The regulatory mechanisms of 
vitellogenin gene and its rules during caste differentiation are discussed. 
 
 
Keywords: RNAi feeding, Apis mellifera, vitellogenin, gene expression. 
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1 – INTRODUÇÃO 

 

Insetos de um modo geral estão envolvidos em muitos aspectos da vida humana e 

apresentam importância ecológica e econômica inquestionável, como é o caso da ordem 

Hymenoptera. Segundo Danforth (2007) é quase impossível imaginar o mundo sem abelhas. 

Apis mellifera é um caso raro de um inseto que foi domesticado com sucesso; são excelentes 

polinizadores de ecossistemas naturais e agrícolas e exímios produtores de mel e outros 

produtos apícolas. Essa abelha, assim como outros insetos, apresenta questões fascinantes no 

que diz respeito à determinação de sexo (sistema haplodiplóide), ao polimorfismo facultativo 

das castas, ao polietismo etário e à divisão reprodutiva de trabalho, governados pelo sistema 

endócrino (revisões de Hartfelder e Engels (1998) Page e Peng, 2001). Apresenta também 

características únicas e intrigantes relativas à dinâmica social e comportamental, que incluem 

sua complexa comunicação por meio de dança (von Frisch, 1967) e a capacidade, altamente 

especializada, de aprendizagem e memória (revisão de Menzel, 2001).  

 

1.1 – Apis mellifera: considerações gerais  

 

Abelhas da espécie Apis mellifera Linneaus, 1758 (Hymenoptera, Apidae, Apinae, 

Apini) são insetos holometábolos, por apresentarem metamorfose completa, ou seja, padrões 

de desenvolvimento corporais distintos (embrião, larva, pupa e adulto). Após as 72 horas do 

período embrionário, as larvas eclodem do ovo e passam por vários estágios de 

desenvolvimento, caracterizados por intensa alimentação e crescimento, com quatro mudas 

(que designam os subestágios de Larva 1 a 5). A ontogênese prossegue com uma muda 

metamórfica que marca a transição larva-pupa. Durante o desenvolvimento pupal ocorre 

substituição dos tecidos larvais por tecidos que comporão o indivíduo adulto como, por 
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exemplo, a diferenciação de estruturas do adulto a partir dos discos imaginais: asas, pernas, 

antenas, entre outros.  Após emergência, os adultos desempenham funções específicas dentro 

da colônia, esta uma sociedade altamente organizada, caracterizada por sobreposição de 

gerações, divisão reprodutiva de trabalho e cuidado com a prole. 

Nesses insetos sociais, a determinação de sexo é haplodiplóide, onde fêmeas (rainhas e 

operárias) originam-se de ovócitos fertilizados, portanto diplóides (2n=32), e os machos, 

denominados zangões, se originam de ovócitos não-fertilizados, haplóides (n=16). Assim, nas 

colônias existem dois fenótipos femininos, chamados de castas, morfologicamente distintos: 

uma única rainha e milhares de operárias, ambas derivadas de ovos bipotentes, um caso de 

polimorfismo facultativo. 

Após a eclosão do ovo, o destino fenotípico das larvas diplóides é dependente da 

qualidade e quantidade de alimento que recebem a partir do terceiro estágio. A dieta de larvas 

que originarão rainhas é constituída pelo produto de secreções das glândulas hipofaríngeas 

(geléia real) produzido pelas operárias nutridoras, enquanto as larvas que originarão operárias 

são alimentadas com geléia real até o segundo estágio e, a partir de então, com uma mistura 

de geléia real, mel e pólen. A determinação de casta é iniciada pelo estímulo trofogênico 

que dispara respostas diferenciais do sistema endócrino que secreta os principais hormônios 

morfogenéticos (Hormônio Juvenil e Ecdisteróides). 

Uma larva de rainha desenvolve-se mais rapidamente que a de operária a partir do 

quinto estágio larval, apresentando também maior taxa de crescimento e peso. 

Conseqüentemente, o período de desenvolvimento pupal na rainha é mais curto e a sua forma 

adulta emerge com 15 dias, enquanto uma operária adulta emerge com 20 dias. A rainha 

adulta é maior que a operária adulta e possui maior longevidade, em clima tropical sobrevive 

em média, 1 ano e meio, enquanto a operária não passa de 40 dias. 



 14

A rainha possui anatomia especializada para reprodução e, geralmente, é a única 

fêmea fértil da colônia. A rainha é poliândrica, realizando a partir do quinto dia após a 

emergência três vôos para acasalamento (em africanizadas), nos quais copula com até 15 ou 

mais zangões. O status reprodutivo da rainha permite estocar grandes quantidades de 

espermatozóides que são utilizados durante toda a vida, sendo e capaz de ovipositar até 2000 

ovos por dia, dependendo das condições sazonais, demográficas e recursos alimentares. 

Possui um par de ovários bem desenvolvidos, com cerca de 180 ovaríolos cada. O número de 

acasalamentos de uma rainha confere ampla variação genética dentro de uma única colônia, 

com conseqüente plasticidade no desenvolvimento e comportamento entre as operárias 

provenientes de ovócitos fecundados por espermatozóides de linhagens paternas distintas. 

As operárias adultas são facultativamente estéreis e possuem em cada um de seus 

ovários entre 2-10 ovaríolos funcionais. A condição de esterilidade das operárias pode ser 

revertida em função da orfandade, ou seja, na ausência da rainha ocorre ativação dos 

ovários e postura de ovos não-fertilizados, que produzirão exclusivamente zangões. Na 

colônia, a presença da rainha suprime o desenvolvimento dos folículos ovarianos das 

operárias por meio da liberação de feromônios produzidos por glândulas mandibulares, o que 

impede a postura de ovos. São os feromônios liberados pela rainha que governam, também, a 

divisão de trabalho para a manutenção e proliferação de uma colônia. 

As operárias desempenham uma diversidade de tarefas em ordem cronológica 

(polietismo etário), acompanhadas por mudanças anatômicas, fisiológicas e comportamentais. 

Dentre estas tarefas estão: limpeza das células de cria, alimentação da cria e da rainha, 

processamento de néctar e pólen com posterior estocagem, construção dos favos, remoção de 

abelhas mortas, ventilação e manutenção de temperatura da colméia, produção de cera, 

proteção da colméia (guarda) e atividades de forrageamento, com coleta de pólen, resinas, 

néctar e água. A função dos machos se restringe à cópula. 



 15

 Toda a ontogenia dos indivíduos de uma colônia é acompanhada por flutuações nos 

títulos hormonais, que sinalizam o desenvolvimento normal de suas estruturas, crescimento, 

metamorfose e, ainda, parecem estar intimamente relacionados à regulação das funções nas 

formas adultas, sobremaneira no comportamento social (divisão de trabalho) e reprodutivo 

(vôo para acasalamento). 

As características biológicas aqui descritas foram obtidas a partir de uma coletânea de 

diversos autores, desde a teoria social baseada nas “monarquias femininas em abelhas”, de 

Charles Butler, publicada em 1609, passando pela descrição da espécie Linnaeus, em 1758, 

pela hipótese do sistema de determinação de sexo haplodiplóide de Dzierzon, em 1845, até o 

presente. A literatura é cada vez mais ampla e, algumas vezes, contraditória. A fim de evitar 

discrepâncias e exceções, os dados acima são baseados em algumas de tantas revisões sobre 

essas abelhas, como Winston (1987), Rembold (1987a), Laidlaw (1992), Hartfelder e Engels 

(1998) Page e Peng, 2001, Page et al. (2002), Page e Erber (2002). 

 

1.2 - Mecanismos moleculares e respostas do sistema endócrino  

 

1.2.1 - Determinação de castas 

 

O extraordinário sucesso reprodutivo de A. mellifera e a divisão de trabalho integram-

se como mecanismos de homeostase social que garantem a sobrevivência das colônias. Todo 

esse conjunto bem sucedido deve-se, primeiramente, à decisão altruísta das operárias de 

cuidar de suas próprias irmãs, alimentando as larvas em desenvolvimento. 

Desconsiderando-se o “conflito de interesses” entre a rainha e operárias, proposto por 

alguns autores (para revisão Moritz e Southwick, 1992; Ratnieks e Wenseleers, 2005), o 
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processo de alimentação da cria requer mudanças fisiológicas marcantes nas operárias 

nutridoras, como o desenvolvimento de glândulas hipofaríngeas para produção de geléia real 

(citações em Fluri et al., 1982; Fluri e Bogdanov, 1987; Hrassnigg e Crailsheim, 1998). Tais 

mudanças morfo-fisiológicas são respostas endócrinas, tanto quanto as que ocorrem nas larvas 

que recebem alimentação diferencial, sejam por quantidade ou qualidade (Huber, 1821; 

Rembold, 1965; Haydak, 1970), para tornarem-se rainhas ou operárias. 

Postula-se que o sistema nervoso estomatogástrico, responsável pelo transporte 

intestinal, seja estimulado pela ingestão de dieta diferencial, após o segundo estágio larval, 

transferindo informações ao complexo neuroendócrino (cérebro-corpora cardiaca-corpora 

allata) por meio do gânglio hipocerebral ou do nervo conectivo. A detecção de 

imunorreatividade à serotonina por células ao redor dos corpora allata, nessas larvas, 

evidenciou a ativação desse par de glândulas (Penzlin, 1985; Boleli et al., 1995, 1998). Os 

corpora allata estão localizados no complexo retrocerebral e são responsáveis pela produção 

de hormônio juvenil, um composto lipofílico do grupo dos sesquiterpenóides. Dessa forma, 

sinais nutricionais podem desencadear a liberação de aminas biogênicas que estimulam 

respostas diferenciais nos corpora allata para a produção desse hormônio, que modulam os 

processos de diferenciação das castas (Rachinsky, 1994). As diferenças no tamanho dos 

corpora allata e nos títulos de hormônio juvenil circulante na hemolinfa (Figura 1) entre as 

castas são marcantes a partir de larvas de segundo estágio, sempre maiores para rainhas 

(Dogra et al., 1977; Rembold, 1987b, 1992; Rachinsky et al., 1990). 

 



 17

 

Figura 1 – Títulos de hormônio juvenil ao longo do desenvolvimento de operárias, rainhas e 
zangões de Apis mellifera (Rembold, 1987a, 1987b; Rembold et al., 1992; Rachinsky et al., 
1990). Os dados apresentados na revisão de Hartfelder e Engels (1998) foram compilados a 
partir de metodologias diferentes para quantificação hormonal e se referem a valores relativos. 
Estágios do desenvolvimento: ovo, L1-4 (larvas de primeiro, segundo, terceiro e quarto 
estágios), L5 (larvas de quinto estágio) em fase de alimentação (F = feeding phase, 
subdivisões: F1, F2 e F3), seguida por fase de tecelagem do casulo (S = spinning phase, 
subdivisões: S1, S2 e S3) e PP (pré-pupa, subdivisões: PP1, PP2 e PP3). 

 

Com relação ao desenvolvimento ovariano, são encontrados cerca de 150 primórdios 

de ovaríolos no início do quinto estágio larval, independente da casta. Após 24 horas nesse 

estágio, os ovários de rainhas apresentam cistócitos (grupo de células germinativas com 

mitoses incompletas) que caracterizam o desenvolvimento normal dos ovários meroísticos 

(Büning, 1994; Hartfelder e Steinbrück, 1997). Em operárias, observa-se formação de 

cistócitos em poucos ovaríolos e a indução de autofagia de estruturas e morte celular 

programada na maioria deles (Hartfelder e Steinbrück, 1997). A aplicação tópica de análogos 

sintéticos de hormônio juvenil sobre larvas de A. mellifera que receberam dieta para se 

tornarem operárias provocou o surgimento de características de rainhas (Wirtz e Beetsma, 

1972; Wirtz, 1973; Rembold et al., 1974; Asencot e Lensky, 1976; Copijn et al., 1979; Dietz 

et al., 1979; Rachinsky e Engels, 1995). Nas larvas de operárias tratadas topicamente com 

hormônio juvenil e nas larvas naturais de rainhas, ambas no início do quinto estágio larval, os 

altos títulos hormonais impedem a degradação de DNA e do citoesqueleto de actina, 
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protegem contra a morte celular e mantêm o desenvolvimento dos ovários. Em larvas de 

operárias naturais observou-se apoptose dos ovaríolos, dado o menor título de hormônio 

juvenil circulante (Schmidt-Capella e Hartfelder, 1998, 2002).  

Do ponto de vista funcional, estudos em larga-escala demonstraram que o perfil global 

de expressão gênica em larvas de rainhas e operárias de A. mellifera é bastante distinto e, em 

particular, apresenta genes diferencialmente expressos ligados a processos metabólicos, 

nutricionais, de sinalização e hormônio-dependentes durante o desenvolvimento (Severson et 

al., 1989; Hartfelder et al. 1995; Corona et al., 1999; Evans e Wheeler, 1999, 2000; Hepperle 

e Hartfelder, 2001), evidenciando forte pressão seletiva direcional (Evans e Wheeler, 2000). 

Genes que codificam para enzimas metabólicas e para atividade respiratória são mais 

expressos em larvas de rainhas, enquanto larvas de operárias super-expressam transcritos para 

proteínas de estocagem, proteínas ligantes de lipídios e, também, enzimas metabólicas (Eder 

et al., 1983; Corona et al., 1999; Evans e Wheeler, 1999, 2000). A detecção de enzimas super-

expressas diferencialmente nas castas sinaliza vias de processamento alternativas para geléia 

real e para geléia de operárias, com oxidoredutases mais representadas em rainhas e 

hidrolases em operárias (Cristino et al., 2006). Não há dúvidas de que os sinais moleculares 

envolvidos na determinação e diferenciação de castas são resultados da interação entre o 

status nutricional e o sistema endócrino, via produção de hormônio juvenil. A via de 

sinalização de insulina, um mecanismo altamente conservado na evolução dos eucariotos, 

regula processos biológicos envolvidos no crescimento celular, na longevidade e no tamanho 

dos organismos em resposta à alimentação (Ikeya et al., 2002; Oldham et al., 2002; Nijhout, 

2003; Colombani et al., 2003). Como esperado, genes dessa via não só ocorrem, mas, 

também, são diferencialmente expressos entre as larvas durante fases críticas da diferenciação 

de castas (Wheeler et al., 2006). 
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Em suma, a determinação de castas é dependente da alimentação diferencial de larvas, 

que dispara programações genéticas distintas, que resultam em rainhas ou operárias. Esse viés 

na programação transcricional para o desenvolvimento de cada casta está intimamente 

associado aos níveis diferenciais de hormônio juvenil circulante que, por sua vez, controlam 

etapas, sobretudo as mais tardias, da diferenciação morfo-fisiológica das larvas de rainhas e 

operárias, caracterizando um clássico exemplo de polifenismo (Hartfelder e Engels, 1998; 

Hartfelder, 2000; Evans e Wheeler, 2001; Page e Peng, 2001). 

 

1.2.2 – Ação do hormônio juvenil 

 

 O hormônio juvenil é transportado através da hemolinfa por uma proteína de ligação 

(de vários tipos existentes nos insetos), formando um complexo que protege contra a hidrólise 

por esterases e seqüestro do hormônio por membranas lipofílicas, além de facilitar sua 

circulação uniforme pelos tecidos dos insetos (revisado por Prestwich et al., 1996). Alguns 

autores propõem que esse complexo acione cascatas de sinalização via receptores específicos 

nas membranas celulares dos tecidos alvos (Vermunt et al., 2001; revisões de Nijhout, 1994, 

Raikhel et al., 2005). Nos últimos anos, tem sido sugerido que o dímero formado pelo 

complexo protéico EcR/USP (EcR - receptor de ecdisona; USP – ultraspiracle, um ortólogo 

ao Receptor X Retinóideo, RXR, de vertebrados) seja forte candidato como receptor de 

hormônio juvenil (revisado por Raikhel et al., 2005). Em A. mellifera, o gene USP possui uma 

única cópia, com duas isoformas alternativas que são diferencialmente expressas em alguns 

tecidos e estágios de desenvolvimento de rainha e de operária. Aplicação tópica de hormônio 

juvenil induziu rapidamente a expressão de um desses transcritos, de forma transiente, o que 

sugere seu potencial papel como receptor nessas abelhas (Barchuk et al., 2004). Em Locusta 

migratoria foi descrito um elemento de resposta presente na região promotora de genes que, 
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por sua vez, teriam sua expressão induzida pela presença de hormônio juvenil, via fatores de 

transcrição (Zhang et al., 1996; Zhou et al., 2002). 

O hormônio juvenil possui duas importantes funções na história de vida e fisiologia da 

maioria dos insetos: impedir a metamorfose e regular a reprodução. Nas abelhas, seus efeitos 

pleiotrópicos estão profundamente correlacionados com aspectos da vida social durante o 

ciclo de vida dessas abelhas, como no desenvolvimento diferencial de fêmeas e zangões e na 

plasticidade comportamental dos adultos (Figura 2). Porém, a existência de um papel na 

fisiologia reprodutiva de adultos de A. mellifera é questionável. Apesar das funções distintas 

que o hormônio juvenil exerce na vida pré e pós-adulta, em ambas atua sobre o eixo 

neuroendócrino (revisado por Hartfelder, 2000). 
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Figura 2 – Determinação de castas e divisão de trabalho reprodutivo em A. mellifera. 
Modificado de Toth e Robinson (2007). 
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1.3 – Vitelogenina: características do gene, expressão e funções 

 

 Para muitas ordens de insetos, os principais eventos ligados à reprodução são 

governados pela ação de neuropeptídeos inibitórios (alatostatinas) e estimulatórios 

(alatotropinas) que controlam a produção de hormônio juvenil, ecdisteróides ou ambos 

(revisado por Gilbert et al., 2000). Inúmeros estudos baseados em alatectomia (retirada 

cirúrgica dos corpora allata), tratamento com drogas inibidoras da síntese de hormônio 

juvenil e/ou reposição desse hormônio em animais alatectomizados, sugerem seu papel 

central na ovogênese, em especial no início da vitelogênese, para a maioria dos insetos 

(revisado por Raikhel et al., 2005). 

 A capacidade de desenvolver os ovários garante o sucesso reprodutivo da rainha e a 

fertilidade ocasional de operárias de A. mellifera, processo intrinsecamente dependente das 

taxas de síntese de proteínas vitelogênicas transportadoras de lipídios, seus títulos na 

hemolinfa e sua incorporação pelo sistema reprodutor (Engels et al., 1990; Hartfelder e 

Engels, 1998; Pinto et al., 2000; Barchuk et al., 2002). 

 Ao contrário de insetos mais primitivos, nos quais os ovos são capazes de produzir as 

proteínas vitelogênicas necessárias, vertebrados e invertebrados mais derivados, como A. 

mellifera, utilizam-se de um mecanismo heterossintéico. A síntese e secreção de grande 

quantidade de proteínas vitelogênicas, em especial a vitelogenina e a lipoforina, e seu 

transporte até os ovócitos, via hemolinfa, são condições primárias para que a ovogênese 

ocorra normalmente. A vitelogenina é incorporada nos ovócitos por endocitose mediada por 

receptores e armazenada em vesículas citoplasmáticas (revisões de Postlethwait e Giorgi, 

1985; Kanost et al., 1990; Raikhel e Dhadialla, 1992; Ziegler e Van-Antwerpen, 2006). 

Na maioria dos insetos, a vitelogenina, que pertence à família das proteínas ligantes de 

lipídios, é uma importante reserva energética dos ovos. Seus resíduos de aminoácidos e 
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estrutura são conservados entre insetos e outros ovíparos, o que indica uma ancestralidade 

comum (Sappington et al., 2002; Ziegler e Van-Antwerpen, 2006). 

Em A. mellifera, o gene codificador da vitelogenina é transcrito em 5.440 nucleotídeos 

(nt) e a proteína corresponde a 1.770 aminoácidos (aa), com massa molecular predita igual a 

201 kDa, com peptídeo sinal para clivagem dos 16 primeiros resíduos (Piulachs et al., 2003). 

A proteína havia sido caracterizada com peso molecular de 180 kDa (coerente com as 

informações de Piulachs et al., 2003), covalentemente ligada a carboidratos (principalmente 

manose), fosfolipídios e diacilglicerol (Engels et al., 1990; Wheeler e Kawooya, 1990), sendo, 

portanto, uma glicolipoproteína.  

Perfis de transcrição (Piulachs et al., 2003) e tradução (Barchuk et al, 2002) do gene 

codificador de vitelogenina foram caracterizados em pupas e adultos de rainhas e operárias de 

A. mellifera. Em rainhas, o início de transcrição (observada no abdômen) e tradução 

(observada na hemolinfa) ocorre simultaneamente em pupas de olho marrom com corpo 

medianamente pigmentado (Pbm). Em operárias, traços de transcrição (observada no 

abdômen) foram detectados na fase pupal seguinte, em pupa de olho marrom com corpo 

fortemente pigmentado (Pbd), mas a tradução (observada na hemolinfa) ocorre horas mais 

tarde em pupa farata, fase anterior à emergência do indivíduo adulto. Os dados indicam que 

pelo menos o início da síntese de vitelogenina nas castas de A. mellifera é estimulado pelo 

aumento dos títulos de hormônio juvenil em presença de baixos níveis de ecdisteróides 

(Barchuk et al, 2002, Piulachs et al., 2003). 

Em rainhas, a quantidade de transcritos de vitelogenina aumenta em Pbd e continua 

presente nas formas adultas. Em operárias, a transcrição de vitelogenina aumenta, 

progressivamente, com picos entre 5 e 10 dias, quando diminui, gradativamente, 

permanecendo por até 30 dias (Piulachs et al., 2003). 
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Em rainhas adultas, a vitelogenina mostra um rápido aumento dos títulos na hemolinfa 

nos quatro primeiros dias após a emergência, podendo atingir até 70% do total de proteínas da 

hemolinfa, mantendo-se sempre altos na fase adulta (cerca de 50% do total de proteínas da 

hemolinfa), independente de haver acasalamento e postura de ovos (Engels, 1972, 1974). Para 

operárias, os títulos de vitelogenina na hemolinfa não são contínuos como nas rainhas. Nos 

primeiros dias após a emergência do adulto e em operárias com mais de 15 dias (função de 

forrageiras) os títulos são baixos; porém, entre 5 e 10 dias a vitelogenina corresponde a 30-

40% do total de proteínas circulantes na hemolinfa, quando essas exercem função de 

nutridoras (Fluri et al., 1982; Engels, 1974; Engels et al., 1990). Em condições de orfandade, 

as operárias nutridoras ativam seus ovários e, quando começam a ovipositar, a concentração 

de vitelogenina na hemolinfa atinge níveis comparáveis ao de uma rainha em postura (Engels, 

1974). 

Rainhas virgens e operárias nutridoras, ambas não-poedeiras, produzem vitelogenina 

em abundância, porém, sem relação com sua captação pelos ovócitos (Engels, 1972, 1973; 

Fluri et al. 1981, 1982, revisados por Hartfelder e Engels, 1998). 

A síntese de vitelogenina em rainhas adultas não é dependente de hormônio juvenil 

(Engels e Ramamurty, 1976; Ramamurty e Engels, 1977; Engels et al., 1990; revisados por 

Hartfelder e Engels, 1998), tendo sido sugerido que a presença de neuro-hormônios 

gonadotrópicos, neuropeptídeos e/ou ecdisteróides regulem sua produção, nessa fase 

(Hermann, 1969; Feldlaufer et al., 1986; Kaatz, 1988; Kaatz e Dittrich, 1989; Engels et al., 

1990; Robinson et al., 1991). 

Em operárias adultas, a taxa de síntese de vitelogenina pelo corpo gorduroso está 

negativamente correlacionada com seus níveis na hemolinfa (Engels, 1974; Engels et al., 

1990). Diferentemente do observado em pupas, onde o hormônio juvenil regula a síntese de 

vitelogenina (Barchuk et al, 2002), operárias nutridoras apresentam alta produção de 
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vitelogenina, sob baixos títulos de hormônio juvenil (Rutz et al., 1976). Aplicação de altas 

doses de hormônio juvenil inibe a síntese de vitelogenina nessas operárias (Rutz et al., 1976, 

Pinto et al., 2000). A produção de vitelogenina em operárias nutridoras apresenta forte 

correlação com dieta rica proteínas (pólen) (Bitondi et al., 1994; Bitondi e Simões, 1996). 

A vitelogenina é encontrada em operárias não-reprodutoras (Engels, 1974; Fluri et al., 

1982; Engels et al., 1990) e em zangões adultos (Trenczek e Engels, 1986; Trenczek et al., 

1989; Piulachs et al., 2003), sugerindo a aquisição de funções secundárias, não-ovogênicas, 

como transporte de fosfato, vitaminas e hormônios (Chen et al., 1997; Sappington e Raikhel, 

1998). 

Trabalhos recentes mostram que a vitelogenina desempenha diversas funções no 

controle de características associadas à organização social por meio de efeitos pleiotrópicos 

na divisão de trabalho e longevidade, principalmente em operárias (Amdam e Omholt, 2002; 

Amdam e Omholt, 2003a; Amdam e Page, 2005a; Nelson et al., 2007). A injeção de RNA de 

fita dupla inibe a síntese de vitelogenina (Amdam et al., 2003b; Guidugli et al., 2005a; 

Amdam et al., 2006a) e as abelhas “mutantes” forrageiam mais cedo e tem o ciclo de vida 

mais curto (Nelson et al., 2007). Juntos, a vitelogenina e o hormônio juvenil constituem parte 

de um sistema regulatório de retro-alimentação (feedback), no qual um suprime o outro 

(Figura 3), segundo a hipótese duplo repressor (Amdam e Omholt, 2003a). Esse feedback é 

incomum em insetos (Guidugli et al., 2005a), sugerindo uma co-opção evolutiva e 

remodelagem das funções da vitelogenina e do hormônio juvenil (Amdam et al., 2003c; 

Brandt et al., 2005; Seehuus et al., 2006; Amdam et al., 2006a) como passos importantes para 

a origem da sociabilidade nessas abelhas. 
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Figura 3 – Sistema de retro-alimentação entre os títulos de hormônio juvenil e de 
vitelogenina circulantes na hemolinfa de operárias, regulando a divisão de trabalho. Adaptado 
de Page e Amdam (2007). 

 

O efeito pleiotrópico da vitelogenina coordena inúmeras características ligadas ao 

polietismo etário, em especial a transição de tarefas intra-colônia para atividades de 

forrageamento de pólen e, depois, de néctar (Amdam e Omholt, 2003a; Guidugli et al., 2005a; 

Nelson et al., 2007). Tal fato apóia a hipótese de que o comportamento social evoluiu a partir 

de características reprodutivas ancestrais (Amdam et al., 2004a; Amdam et al., 2006b), onde 

fêmeas reprodutivas de abelhas solitárias coletam e consomem, preferencialmente, pólen 

enquanto as não-reprodutivas coletam e consomem néctar. 

A vitelogenina é, também, transportadora de zinco (Falchuk, 1998) o que protege 

contra estresse oxidativo e apoptose, garantindo a integridade do sistema imune e 

prolongando o ciclo de vida (Amdam e Omholt, 2002; Amdam e Omholt, 2003a; Amdam et 

al., 2004b; Amdam et al., 2005; Seehuus et al., 2006). 
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1.4 – O genoma de A. mellifera e perspectivas sobre caracterização de funções gênicas 

 

O valor científico dos estudos da genética de A. mellifera foi reconhecido em 22 de 

maio de 2002, quando A. mellifera foi incorporada à lista de prioridades do The National 

Human Genome Research Institute (NHGRI) para ter seu genoma completamente 

seqüenciado, devido ao seu potencial para estudos de neurobiologia e relevância para a 

agricultura e saúde humana (modelo para pesquisas sobre resistência a antibióticos, 

imunidade, reações alérgicas, desenvolvimento e longevidade). Seu genoma foi recentemente 

publicado na revista Nature (Honey Bee Genome Consortium, 2006) e representa o 

holometábolo mais basal com o DNA seqüenciado até o momento, o que permite investigar as 

bases genéticas e moleculares das características supramencionadas. 

Além disso, análises de genômica comparativa junto aos mais de 50 projetos genoma 

já seqüenciados (fonte - NHGRI), que incluem insetos com dados finalizados (Drosophila 

melanogaster, Drosophila pseudobscura, Anopheles gambiae, Bombyx mori, Aedes aegypti) 

em andamento (Tribolium castaneum, Coleoptera; Nasonia vitripennis, Hymenoptera; 

Nasonia giraulti, Hymenoptera; Nasonia longicornis, Hymenoptera; Acyrthosiphon pisum, 

Hemiptera; Bicyclus anynana, Lepidoptera; Culex pipiens, Diptera; Daphnia pulex, 

Siphonaptera; Glossina morsitans, Diptera; Ixodes scapularis, Acarina; Pediculus humanus, 

Phthiraptera e Rhodnius prolixus, Hemiptera), permitem compreender processos celulares e 

de desenvolvimento, à luz da evolução (Rubin et al., 2000; Kaufman et al., 2002; Robinson et 

al., 2006, Honey Bee Genome Consortium, 2006). 

Aspectos da biologia reprodutiva de A. mellifera impedem a aplicação de técnicas para 

produção de linhagens mutantes (knockout) ou transgênicas (Page et al., 2002). No entanto, a 

aplicação de técnicas que alinham genômica funcional e genética reversa, que manipulem a 

expressão de genes em abelhas, foi incentivada antes mesmo da publicação do genoma 
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(Robinson e Bem-Shahar, 2002; Evans e Weaver, 2003; Evans e Gundersen-Ridal, 2003; 

Robinson et al., 2005). 

A interferência por RNA (RNA interference, a partir daqui designado de RNAi) é a 

mais promissora ferramenta para estudos de função gênica, baseada na introdução de duplex 

de RNA (double-stranded RNA, a partir daqui designado de dsRNA) que induz a degradação 

(knockdown) de transcritos alvo-específicos (Fire et al., 1998). Tem sido amplamente 

utilizada para as mais diversas espécies, particularmente em organismos “não-modelos” onde 

os métodos de investigação funcional são muito limitados (Araújo et al., 2006). 

A degradação do RNA mensageiro (mRNA) alvo mediada por dsRNA específicos 

ocorre em uma série de reações. Primeiro o dsRNA é reconhecido por uma enzima chamada 

de Dicer, pertencente à família RNase III (Ketting et al., 2001), e clivado em pequenos RNAs 

silenciadores (siRNAs, Elbashir et al., 2001). Os siRNAs são agregados ao Complexo de 

Silenciamento Induzido por RNA (RISC, RNA-induced silencing complex, Hammond et al., 

2000; Bernstein et al., 2001). Enfim, o mRNA alvo é reconhecido pelo RISC e clivado na 

região de complementaridade dos siRNAs e rapidamente degradado. 

Em A. mellifera, trabalhos com microinjeção de dsRNA gene-específicos em embriões 

pré-blastodérmicos (Beye et al., 2002, Amdam et al., 2003b, Beye et al., 2003) deram início à 

utilização da técnica nos Hymenoptera. A aplicação de dsRNA em abelhas silencia os genes 

de interesse não apenas na região da injeção, mas também em tecidos distantes, o que sugere 

uma resposta sistêmica (Aronstein e Saldivar, 2005), de efeitos a longo prazo (Amdam et al., 

2003b). No entanto, discute-se a probabilidade de danos teciduais no sítio da injeção 

(Aronstein et al., 2006). Em experimentos de silenciamento da região gênica E30 homeobox 

(motif ortólogo ao gene engrailed de D. melanogaster) e do gene cuticular CSP5 em A. 

mellifera, a mortalidade dos embriões manipulados foi de 57% (de 585 embriões injetados 

com dsRNA ou tampão) e 79% (de 1.960 embriões injetados com água ou com dsRNA), 
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respectivamente (Beye et al., 2002; Maleszka et al., 2007), mostrando que o método invasivo 

diminui a viabilidade dos indivíduos. O silenciamento gênico pode ser induzido por ingestão 

de dsRNA (Timmons e Fire, 1998; Soares et al., 2005) e, por ser menos traumático, tem sido 

usado com sucesso em diversos organismos, incluindo A. mellifera (Aronstein et al., 2006). 

 

1.5 – Vitelogenina em larvas: um novo paradigma 

 

 A presença de mRNA do gene codificador de vitelogenina foi detectado em larvas de 

A. mellifera (Figura 4). A expressão é mais acentuada do segundo até o quinto estágios 

larvais, para ambos os sexos e castas, com uma diminuição acentuada que antecede a 

metamorfose (Guidugli et al., 2005b). Esse evento é atípico em insetos, sugerindo novas 

funções desse gene. 

 
Figura 4 – Expressão de mRNA do gene codificador de vitelogenina em diferentes estágios 
do desenvolvimento larval. L3 – larva de terceiro estágio, L4 – larva de quarto estágio, L5F – 
larva de quinto estágio em fase de alimentação, L5F – larva de quinto estágio em fase de 
tecelagem de casulo, PP – pré-pupa. Modificado de Guidugli et al. (2005b). 
 

 Os dados de Guidugli et al. (2005b) sugerem que, nas fases críticas de alimentação 

diferencial das larvas fêmeas para determinação de castas, a expressão do gene codificador de 

vitelogenina é maior em operárias do que em rainhas, enquanto o título de hormônio juvenil é 

muito maior em rainhas do que em operárias (Figura 1). Associados, esses dados apontam o 

cenário “duplo repressor”, semelhante ao que ocorre na fase adulta de operárias, onde a 
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vitelogenina é expressa em abundância em nutridoras, que possuem baixo título de hormônio 

juvenil circulante e diminui, consideravelmente, em forrageiras, que apresentam altos títulos 

de hormônio juvenil (Figura 3). Por analogia, podemos dizer que larvas de rainhas 

assemelham-se às forrageiras que, por sua vez, resgatam características maternas de abelhas 

solitárias (Amdam et al., 2004a; Amdam et al., 2006b). Nesse mesmo raciocínio, operárias, 

ainda na fase larval, assumiriam seu destino não-reprodutivo e, na fase adulta, o papel no 

cuidado da prole. Uma vez que a expressão do gene codificador da vitelogenina ocorre desde 

larva de segundo estágio, momento que antecede a determinação de castas, poderia esse gene 

regular o polifenismo? 

 Recapitulando as premissas do “duplo repressor” para o contexto larval, nossa 

hipótese é que, silenciando o gene da vitelogenina antes do momento de determinação de 

castas, larvas de operárias terão aumento dos títulos de hormônio juvenil e desenvolverão 

características típicas de rainhas, como: aumento corporal desde larvas e, sobretudo, do 

abdômen nos adultos; desenvolvimento de ovários, pernas sem corbícula (estrutura para 

coletar pólen) e asas maiores. Para testar essa hipótese foi desenvolvido um método de 

silenciamento gênico não-invasivo, que descarta o efeito do estresse por manipulação, sobre a 

expressão do gene e dos títulos hormonais, bem como as dificuldades de injeção de RNA de 

fita dupla, em larvas. O teste da hipótese contribuiu para discussão sobre a viabilidade dos 

tratamentos, suas conseqüências na fisiologia, na morfologia e no desenvolvimento dos 

indivíduos tratados e, ainda, sobre o comportamento de operárias adultas, criando 

perspectivas para definição de funções e mecanismos regulatórios, em aberto, sobre a 

presença de vitelogenina na fase larval. 
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2 – OBJETIVOS 

 

2.1 – Geral 

 

 Compreender os efeitos do silenciamento pós-transcricional, mediado por dsRNA 

específico do gene codificador de vitelogenina, durante o desenvolvimento pós-embrionário 

de rainhas e operárias de A. mellifera. 

 

2.2 – Específicos 

 

- Anotação in silico do gene codificador de vitelogenina e busca por potenciais sítios de 

ligação de microRNAs na região 3´UTR deste gene; 

- Desenvolver um método não-invasivo para tratamento de larvas com RNAs de fita dupla e 

avaliar sua viabilidade; 

- Silenciar o gene codificador de vitelogenina em rainhas e operárias, por meio de RNAs de 

fita dupla oferecidos na dieta; 

- Quantificar a expressão relativa do gene codificador de vitelogenina em diferentes fases do 

desenvolvimento de rainhas e operárias de A. mellifera, sem tratamento, e tratadas com RNAs 

de fita dupla; 

- Quantificar o total de proteínas circulantes na hemolinfa em diferentes fases do 

desenvolvimento de rainhas e operárias de A. mellifera, sem tratamento, e tratadas com RNAs 

de fita dupla; 

- Registrar o peso das amostras em diferentes fases do desenvolvimento de rainhas e operárias 

de A. mellifera, sem tratamento, e tratadas com RNAs de fita dupla; 
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 - Analisar o perfil total de proteínas circulantes na hemolinfa de rainhas e operárias adultas 

de A. mellifera, sem tratamento, e tratadas com RNAs de fita dupla; 

 - Quantificar os títulos de hormônio juvenil de larvas de rainhas e operárias de A. mellifera, 

sem tratamento, e tratadas com RNAs de fita dupla; 

- Comparar os ovários e estruturas imaginais (asa mesotorácica maior e a terceira perna) de 

rainhas adultas sem tratamento com as de operárias adultas sem tratamento e tratadas com 

RNAs de fita dupla. 
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3 – MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 – nálises in silico 

 

3.1.1 - Anotação do gene codificador de vitelogenina 

 

Para definição da organização estrutural do gene codificador de vitelogenina utilizou-

se a seqüência completa de mRNA disponível no GenBank (número de acesso: AJ517411, 

Piulachs et al., 2003) como entrada para anotação manual na plataforma Artemis 7.0 

(Rutherford et al., 2000), utilizando-se a versão 4.0 do genoma de abelha A. mellifera (Honey 

Bee Genome Consortium, 2006) e algoritmos BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, 

Altschul et al., 1990). 

 

3.1.2 – Busca por sítios de ligação de microRNAs 

 

 Utilizou-se 56 nt correspondentes à extremidade 3´ não-traduzida (UTR) do gene 

codificador de vitelogenina para buscas por sítios de ligação de microRNAs. O valor de 

variação de energia livre (∆G) de -17,0 kcal/mol foi utilizado como valor de corte (cut-off) 

para os programas MicroInspector  (Rusinov et al., 2005) e RNAHybrid (Rehmsmeier et al., 

2004). Para o programa MicroInspector foi utilizada a temperatura de hibridação de 20ºC, e a 

seqüência 3´UTR confrontada com os bancos de microRNA maduros de Drosophila 

melanogaster (78 seqüências disponíveis), Anopheles gambiae (38) e A. mellifera (25). Para 

entrada no programa RNAHybrid foram utilizadas as seqüências de microRNAs maduros de 

D. melanogaster (78), A. gambiae (38), Bombyx mori (21) e A. mellifera (54), disponíveis no 

banco de dados miRbase release 9.2 (Griffiths-Jones et al., 2006). 
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3.2 – Material biológico e obtenção de amostras com idade controlada 

 

Foram utilizadas operárias e rainhas de abelhas africanizadas Apis mellifera, em 

diferentes estágios do desenvolvimento pós-embrionário (Figura 5A), provenientes de 

posturas controladas. Para isso, foi utilizada uma tela que aprisiona a rainha sobre uma região 

do favo (Figura 5B) contendo células de cria vazias. Cada postura foi realizada em um 

período de 6 horas, o que corresponde ao limite máximo de variação temporal no 

desenvolvimento dos indivíduos analisados nesse estudo. Após esse período, a rainha foi 

retirada do confinamento. Manteve-se a tela sobre o favo, para impedir o retorno da rainha, 

evitando assim recorrência de postura nessa região. Para todos os experimentos foi usada 

exclusivamente a colônia nº. 118, do apiário do Departamento de Genética da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. A Tabela I resume as fases do 

desenvolvimento pós-embrionário em que foram coletadas as amostras. 

 

Tabela I – Fases do desenvolvimento de abelhas Apis mellifera analisadas no presente 
trabalho. 
 

Fase Casta Descrição do estágio Sigla 
Larva de segundo estágio L2* 
Larva de terceiro estágio OpL3 
Larva de quinto estágio, em fase inicial de 
tecelagem de casulo OpL5S1 Operária 

Larva de quinto estágio, em fase intermediária 
de tecelagem de casulo OpL5S2 

Larval 

Rainha Larva de quinto estágio, em fase intermediária 
de tecelagem de casulo RL5S2 

Recém-nascida OpRN Operária 7 dias Op7d Adulta 
Rainha Recém-nascida RRN 

* L2 - mesmo presentes nas células de cria de operárias, as larvas desse estágio podem ser transferidas 
manualmente para células de cria de rainha (também chamadas cúpulas de rainha ou realeiras). Nesse 
trabalho, L2 foram utilizadas para o desenvolvimento de ambas as castas.  
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Figura 5 – Material biológico. A – Ciclo de vida de operárias e rainhas de A. mellifera. Para 
fases do desenvolvimento pós-embrionário com siglas, consultar Tabela I. Em azul (para 
operárias) e vermelho (para rainhas), duração do período larval. Em verde (para operárias) e 
roxo (para rainhas), duração do período pupal. B – Tela que aprisiona a rainha sobre uma 
região do favo, para procedimentos de postura controlada. 
 

Para definição dos estágios larvais em operárias foram utilizados os parâmetros 

propostos por Michelette e Soares (1993): peso e horas de desenvolvimento após a eclosão 

das larvas a partir do ovo. O parâmetro medida do diâmetro da cabeça (cápsula cefálica), 

proposto pelos autores, não foi utilizado a fim de minimizar a manipulação dos indivíduos. 

Larvas L2 pesam entre 0,31-1,05 mg e seu desenvolvimento ocorre entre 20-35 h após a 

eclosão. Larvas OpL3 pesam entre 1,5-4,45 mg e seu desenvolvimento ocorre entre 35-55 h 

após a eclosão. Larvas OpL5S1 e OpL5S2 possuem peso médio igual a 124,21±7,48 mg e 

117,88±4,65 mg, respectivamente. Nesta fase, as células de cria encontram-se completamente 

operculadas (“seladas”) e o tempo de desenvolvimento após eclosão da larva varia entre 130-

145 h. Definiu-se, para esse trabalho, o período de 120 h e 137 h após a eclosão da larva como 

limite para coleta de OpL5S1 e OpL5S2, respectivamente. Para obtenção de operárias adultas 

de idade conhecida, OpRN e Op7d, favos contendo pupas, 19 dias após postura (véspera da 

emergência), foram acondicionados em suportes telados e os mesmos mantidos em estufa 

(Retilínea, FANEM Ltda.) a 34ºC e 80% de umidade relativa (UR). As abelhas que 

emergiram em um intervalo de 24 h foram classificadas como OpRN. Exemplares de OpRN 

foram mantidas em estufa (34ºC e 80% UR) em caixas de confinamento medindo 



 36

8x11x13cm, com troca diária de água e dieta (mistura de 30g de pólen, 60g açúcar e 2mL de 

mel), oferecidos ad libitum. Em seguida, foram coletadas operárias com sete dias de idade 

(Op7d). 

Para produção de rainhas, larvas L2 foram instrumentalmente transferidas para 

cúpulas artificiais, que mimetizam células de cria naturais (realeiras), em barras contendo de 

10-14 cúpulas e inseridas em caixas (colônias) do tipo recria. O estágio RL5S2 foi definido 

segundo critérios de Nunes-Silva et al. (2006): peso médio 274,89±61,3 mg e nove dias após 

a postura. Para obtenção de rainhas adultas recém-nascidas (RRN), barras contendo realeiras 

24 h antes da emergência (equivalente a 14 dias após postura) foram mantidas em estufa a 

34ºC e 80% UR. 

 

3.3 – Extração de RNA 

 

 O RNA total foi extraído de amostras de larvas e adultos listados na Tabela I. Os 

indivíduos coletados na fase larval foram colocados, separadamente, em microtubos de 

polipropileno (estéreis, livres de RNase e DNase, Eppendorf) contendo 500 µL de TRIzol® 

(solução de fenol e isotiocianato de guanidina, Invitrogen), e homogeneizados com o auxílio 

de ponteiras plásticas para micropipetador de 200 µL (estéreis e livres de RNase e DNase). Os 

microtubos foram incubados por 10 min à temperatura ambiente (TA) para lise de membranas 

e dissociação dos complexos nucleoproteicos e, em seguida, mantidos em freezer -80ºC Ultra 

Low (Sanyo) até a extração do RNA total. Para adultos, apenas o abdômen, depois de retirado 

o intestino, foi estocado, individualmente, em microtubos contendo 500 µL de TRIzol®, 

seguido dos passos descritos acima. A extração de RNA total foi conduzida de acordo com as 

instruções do fabricante para tecidos com alto teor de gordura. As amostras passaram por uma 

centrifugação inicial de 13.000 x g, a 4ºC, por 10 min para separação das carcaças. Em 



 37

seguida, os sobrenadantes de TRIzol® foram transferidos para tubos de 2 mL, adicionando-se 

100 µL de clorofórmio (MERCK). Após agitação manual por 15 s e incubação à TA por 3 

min, as soluções foram centrifugadas a 12.000 x g a 4ºC, por 15 min. Para as amostras de 

larvas (OpL5S1, OpL5S2 e RL5S2), devido ao excesso de gordura, repetiu-se a etapa de 

clorofórmio. Os sobrenadantes (fase transparente, aproximadamente 400 µL) foram 

transferidos para microtubos de 1,5 mL acrescidos de 250 µL de isopropanol (MERCK). 

Após 10 s em aparelho agitador de tubos tipo vortex, incubação das amostras por 10 min à TA 

e centrifugação a 12.000 x g a 4ºC, por 10 min, os sobrenadantes foram descartados. Os 

produtos precipitados (pellets) foram lavados com 500 µL de etanol 75% (v/v, MERCK) 

mediante agitação em vortex e novamente centrifugados a 7.500 x g a 4ºC, por 5 min. Os 

sobrenadantes foram cuidadosamente descartados e os microtubos colocados em termobloco 

Digital Dry Bath Incubator (Boekel) a 55oC, por 5 min, para evaporação de etanol residual. 

Para evitar degradação por RNases, os pellets foram  ressuspendidos em 10-50 µL de água 

ultra-pura (purificada por osmose reversa, em seguida pelo sistema Milli-Q Plus) tratada com 

dietilpirocarbonato (DEPC, 0,1% (v/v), Sigma) e autoclavada a 1 atm de pressão a 120ºC, por 

50 min. As variações entre 10-50 µL na quantidade de água DEPC 0,1% utilizada se devem 

ao volume necessário para dissolver todo o precipitado, que apresentam rendimentos 

diferentes nas fases estudadas. A pureza (estimada por meio da razão entre os valores da 

leitura a 260 e 280 nm) e concentração (dada em µg/µL) da solução final de cada amostra 

foram obtidas por absorbância óptica a 260/280 nm, em espectrofotômetro NanoDrop® ND-

1000 (NanoDrop Technologies). 



 38

3.4 – Síntese de cDNA de fita simples 

 

 Volumes de RNA total, correspondentes a 1-2,5 µg, foram completados com água 

DEPC 0,1% para 9 µL. Adicionou-se 0,2 unidade (U) da enzima RQ1 RNase free DNase (1 

U/µL Promega) para remoção de possível contaminação por resíduos de DNA, incubando-se 

em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) a 37ºC, por 40 min e, 

posteriormente a 70ºC, por 15 min, para inativação da enzima. A eficiência do tratamento 

com DNase foi testada utilizando-se o RNA total (tratado com a enzima) como molde para 

reação em cadeia da polimerase (sem ser submetido à reação de transcrição reversa, controle 

negativo). O RNA total tratado com DNase foi submetido à reação de transcrição reversa 

(RT) para síntese de cDNA de fita simples, em volume final de 20 µL, utilizando-se, por 

amostra, o seguinte protocolo: 1 µL de oligo(dT)12-18 (500 ng/µL), 1 µL de uma mistura de 

dNTPs (10 mM), com incubação em termociclador a 65ºC por 5 min; 4 µL de tampão 5x first 

strand (Invitrogen), 2 µL de ditriotreitol 0,1 M (DDT, Invitrogen), 1 µL de inibidor de RNase 

(RNase OUTTM, 40 U/µL, Invitrogen), com incubação a 42ºC por 2 min; 0,5 µL de água ultra-

pura autoclavada (aqui designada de água UPA) e 0,5 µL da enzima SuperScriptTM II Reverse 

Transcriptase (200 U/µL, Invitrogen), com incubação a  42ºC por 50 min, com posterior ciclo 

de inativação da enzima a 70ºC por 15 min. Como controle negativo, foram preparadas 

reações sem a enzima SuperScriptTM II. Variações entre 1-2,5 µg na quantidade de RNA total 

utilizado foram proporcionais aos rendimentos das extrações, os quais são diferentes entre as 

fases estudadas. 
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3.5 – Síntese de RNA de fita dupla 

 

3.5.1 – Oligonucleotídeos iniciadores 

 

Os oligonucleotídeos iniciadores (primers) para síntese de RNA de fita dupla para o 

gene codificador de vitelogenina foram os mesmos desenhados por Amdam et al. (2003b) na 

região do último éxon, a saber: T7Vg-F (primer sense) – 

5´TAATACGACTCACTATAGGGCGAACGACTCGACCAACGACTT e T7Vg-R (primer anti-sense) – 

5´TAATACGACTCACTATAGGGCGAAACGAAAGGAACGGTCAATTCC. O gene que codifica para 

green fluorescence protein (GFP), sem homólogo no genoma de A. mellifera, foi utilizado 

como controle exógeno, sendo a seqüência de seus primers para produção de RNA de fita 

dupla: T7GFP-F (primer sense) –

5’TAATACGACTCACTATAGGGCGAAGTGGAGAGGGTGAAGGTGA e T7GFP-R (primer anti-

sense) – 5’TAATACGACTCACTATAGGGCGAGGTAAAAGGACAGGGCCATC. Os sublinhados 

destacam a seqüência do promotor T7 adjacente à região de pareamento de cada primer ao seu 

gene alvo. 

 

3.5.2 – Moldes 

 

Uma linhagem de Escherichia coli DH5-α contendo plasmídeos de cDNA de fita 

dupla, contendo um inserto de 631 pares de base (pb) corresponde à extremidade 3´ do 

transcrito do gene codificador de vitelogenina (clone AP4a5, Piulachs et al., 2003), Foi 

inoculada em tubos cônicos estéreis (Falcon) de 15 mL contendo 5 mL de meio Luria Bertani 

(LB Broth 0,032 g/mL, USB) com 7,5 µL de ampicilina (200 mg/mL, USB), mantidos em 

estufa a 37oC, sob agitação de 150 rpm. Um tubo, com a mesma solução (meio LB e 
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ampicilina), que não recebeu inóculo, foi igualmente incubado e agitado, funcionando como 

controle negativo. Após 24 h de crescimento dos inóculos, todo o volume foi centrifugado a 

5.000 x g, por 2 min e o excesso de meio sobrenadante foi descartado. Cerca de 500 µL 

restantes de meio contendo as bactérias precipitadas foram homogeneizados e utilizados para 

extração de plasmídeos (mini-preparação) utilizando-se o kit FastPlasmid Mini (Eppendorf). 

O produto da mini-preparação foi quantificado e submetido à digestão enzimática utilizando-

se 8 µL de mini-preparação (200 ng/µL), 2 µL de tampão 10x REACT®3 (Invitrogen), 9 µL de 

água UPA, e 1 µL da enzima EcoRI (10 U/µL, Invitrogen). Os reagentes foram misturados e 

incubados em banho-maria digital MultiTemp III (Pharmacia Biotech) a 37º C, durante 1 h.  

Posteriormente, o produto de digestão foi separado por eletroforese em gel de agarose 1% 

(m/v), em tampão TBE 1x (89 mM Tris base, 89 mM ácido bórico, 2 mM EDTA, pH 8,0), 

contendo 10 µg de brometo de etídio/mL de gel. Foi utilizado o marcador de peso molecular 

de 100 bp (100 pb DNA Ladder, Promega). Após eletroforese, o gel foi visualizado em 

transiluminador ultravioleta (MacroVue UV-20, Hoefer) e a imagem analisada e registrada 

com o auxílio do digitalizador Kodak EDAS 290 e seu sistema Kodak 1D 3.3.2 Image 

Analysis Software. 

Para confirmar a seqüência do fragmento clonado procederam-se reações de 

seqüenciamento independentes nas duas direções (sense e anti-sense) pelo método 

dideoxinucleotídeos (Sanger et al., 1977). Foram utilizados 2 µL de mini-preparação 

plasmidial (200 ng/µL) contendo o inserto confirmado via digestão enzimática, 1 µL de 

primer (3,2 pmol/µL primer, T7Vg-F ou T7Vg-R), 2 µL de tampão 5x Sequencing Buffer 

(Applied Biosystems), 3 µL de água UPA e 2 µL do reagente BigDye terminator v3.0 Cycle 

Sequencing Ready Reaction – ABI PRISM (Applied Biosystems). O termociclador foi 

programado com as seguintes condições para ambas as amplificações: desnaturação das fitas a 

94oC (5 min), seguida por 25 ciclos a: 96ºC (10 s), 50ºC (5 s) e 60ºC (4 min). As amostras 



 41

foram purificadas por precipitação, adicionando-se 40 µL de isopropanol 75%, transferindo-se 

o conjunto para tubos de 1,5 mL. Após agitação em vortex por 10 s e incubação à TA por 15 

min, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g, por 20 min. Descartados os sobrenadantes, 

acrescentou-se 250 µL de isopropanol 75%, com posterior centrifugação a 10.000 x g, por 5 

min. Os sobrenadantes foram novamente descartados e os pellets foram secos em termobloco 

a 60ºC, por 10 min. As amostras foram ressuspendidas em 12 µL de tampão TSR com EDTA 

(Template Suppression Reagent, Applied Biosystems), transferidos para tubos adequados para 

o seqüenciador automático, seguido de aquecimento a 94ºC, por 2 min, para desnaturação das 

fitas e, imediatamente, colocadas em gelo, após o que submetidas a eletroforese capilar em 

aparelho ABI PrismTM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os cromatogramas 

gerados pelo seqüenciador foram interpretados pelo programa Sequencing Analysis v3 4.1 

(Applied Biosystems) e convertidos em seqüências de DNA (formato FASTA). Os mesmos 

cromatogramas serviram de entrada para alinhamento das seqüências com auxílio do 

programa SequencherTM version 4.7 for Windows (Gene Codes Corporation). A seqüência 

consenso resultante foi confrontada com o banco público de dados GenBank (National Center 

for Biotechnology Information - NCBI) utilizando-se algoritmos BLAST (Altschul et al., 

1990). 

O plasmídeo pBIN-m-gfp5-ER (Siemering et al., 1996), uma construção sintética 

modificada do gene GFP de Aequorea victoria (Cnidaria, Hydrozoa), foi gentilmente cedido 

pela Profa. Dra. Maria Helena Goldman (Departamento de Biologia, Faculdade de Filosofia, 

Ciências e Letras de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo) também serviu de molde 

para PCR. 
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3.5.3 – Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e eletroforese 

 

Foram preparadas reações de PCR para amplificar fragmentos dos genes codificadores 

de vitelogenina e GFP a partir das mini-preparações de seus clones, contendo 200 µL de PCR 

Master Mix 2,5x (Eppendorf), 20 µL de cada primer específico (10 pmol/µL, vide item 3.5.1 

para seqüência dos primers), 240 µL de água UPA. Para cada reação utilizou-se 20 µL de 

produto de mini-preparação (200 ng/µL) do clone de cDNA de fita dupla AP45a (para 

vitelogenina) ou do clone pBIN-m-gfp5-ER (para GFP) como molde. Alíquotas de 25 µL sem 

adição de molde, das reações iniciais de PCR para cada par de primers, foram usadas como 

controle negativo. As reações foram divididas em microtubos contendo 50 µL cada. O 

termociclador foi programado com as seguintes condições para ambas as amplificações: 

desnaturação a 94oC (5 min), seguida por 40 ciclos a: 94ºC (30 s), 64ºC (40 s) e 72ºC (40 s), e 

extensão final a 72ºC (10 min). 

Os produtos amplificados (5 µL) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 

1%, acompanhados com marcador de peso molecular de 100 pb. Após eletroforese, os géis 

foram visualizados em transiluminador ultravioleta e as imagens analisadas e documentadas. 

 

3.5.4 – Produção de RNA de fita dupla em larga escala 

 

Os fragmentos amplificados foram diretamente purificados sob centrifugação em 

micro-colunas usando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) e suas 

recomendações. Os produtos purificados foram quantificados em espectrofotômetro. Para 

transformação de moléculas de cDNA de fita dupla em RNA de fita dupla, utilizou-se o kit 

RiboMAXTM Large Scale RNA Production System - T7 (Promega), misturando-se: 20 µL de 

tampão de transcrição T7, 30 µL mistura de de rNTPs (25 mM), 5 µg de produto de PCR 
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(vitelogenina ou GFP), completando-se com água ultra-pura livre de RNase (Nuclease free 

water, Promega), para volume final de 100 µL. As reações foram incubadas em termociclador 

a 37ºC, por 16 h. Os produtos das reações foram transferidos para microtubos de 1,5 mL, 

onde se adicionou 750 µL de TRIzol® LS (Invitrogen) e 150 µL de água ultra-pura livre de 

RNase, que foram incubados à TA por 5 min. Para extração, foi acrescentado 200 µL de 

clorofórmio, agitou-se vigorosamente por 15 s, incubou-se à TA por 3 min, seguido de 

centrifugação a 12.000 x g, a 4ºC por 15 min. Os sobrenadantes (fase transparente, 

aproximadamente 600 µL) foram transferidos para novos tubos, onde foram adicionados 500 

µL de isopropanol. Após leve agitação manual por 10 s, incubaram-se as amostras à TA, por 

10 min, seguido de centrifugação a 12.000 x g, a 4ºC, por 10 min e posterior descarte de 

sobrenadante. Os produtos precipitados (pellets grandes e transparentes) foram lavados em 1 

mL de etanol 75%, agitando-se rapidamente em vortex e, novamente, centrifugando-se a 

7.500 x g, a 4ºC por 5 min. Os sobrenadantes foram cuidadosamente descartados e os 

microtubos colocados em termobloco a 55oC por 5 min para evaporação do resíduo de etanol. 

Os pellets foram ressuspendidos em 50 µL de água UPA. A concentração (dada em µg/µL) da 

solução final de cada amostra foi quantificada por absorbância óptica a 260/280 nm, em 

espectrofotômetro. Os fragmentos de RNA de fita dupla, provenientes dos produtos de cDNA, 

foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% acompanhada com marcador de peso 

molecular de 100 pb. Após eletroforese, as imagens foram analisadas e documentadas. 

 

3.6 – Padronização do silenciamento do gene codificador de vitelogenina 

 

Com o objetivo de estabelecer um tratamento para o silenciamento do gene 

codificador de vitelogenina no desenvolvimento pós-embrionário, que minimizasse os efeitos 

da manipulação dos indivíduos, foram testadas quatro concentrações de RNA de fita dupla 



 44

específico para o gene alvo (designado de dsVg, double-stranded RNA for vitellogenin), a 

saber: 0,5 µg, 3,0 µg, 5,0 µg e 10,0 µg, oferecidas na dieta natural de larvas (geléia real), 92 h 

após o término da postura controlada (20 h após a eclosão da larva, equivalente a L2). 

Também foram realizados tratamentos com doses de 0,5 µg, 3,0 µg e 5,0 µg de RNA de fita 

dupla do gene exógeno GFP (designado de dsGFP, double-stranded RNA for green 

fluorescence protein), como controles. Larvas sem tratamento, de uma mesma postura, foram 

também usadas como controles. As concentrações mencionadas de RNA de fita dupla foram 

calculadas para um volume máximo de 1 µL. As soluções, à TA, foram cuidadosamente 

depositadas sobre a geléia real, com auxílio de micropipetador de 0,5-2 µL (Figura 6A). As 

células de cria tratadas foram mapeadas em folha plástica transparente colocada sobre o favo 

(Figura 6B), utilizando-se canetas de retroprojetor de diferentes cores para assinalar 

tratamentos distintos. Após tratamento, o favo foi embalado com pano úmido, para evitar 

ressecamento das larvas, e mantido em estufa a 34ºC e 80% UR, por 2 h. Após esse período, o 

favo retornava para a colônia nº. 118. Em cada coleta, a folha transparente, contendo o 

registro dos locais de tratamento, foi colocada sobre o favo para identificar os indivíduos de 

interesse. Larvas e adultos foram coletados ao longo do desenvolvimento pós-embrionário, 

como descrito no item 3.2. Os pesos de OpL5S2, RL5S2, OpRN e RRN foram anotados. Foi 

realizado um tratamento adicional, aplicando-se 1 µL de água UPA à TA, sobre a dieta de L2.  

 

3.7 – Registro da viabilidade dos tratamentos 

 

 O favo foi retirado da colônia para contagem do número de larvas (mantidas e 

removidas), 24 h após cada tratamento. Contagens também foram realizadas 209 h após a 

postura (que corresponde a 117 h após o tratamento), quando as células de cria de rainhas e 

operárias já se encontravam operculadas (Figura 7). 
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Figura 6 – Tratamento de larvas diretamente no favo. A – Aplicação de RNA de fita dupla 
sobre a dieta natural das larvas. B – Folha plástica transparente, presa ao favo, para mapear as 
células de cria que receberam tratamento. 

 

 

 
Figura 7 – Células de cria de operárias (naturais) e rainhas (artificiais) de A. mellifera. A –
Detalhe de parte do favo, com células contendo pólen, larvas jovens (não-operculadas) e 
células de cria, para operárias, já operculadas. B – Cúpulas artificiais (que mimetizam 
realeiras naturais) operculadas e não-operculadas. 
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3.8 – Definição das doses de RNA de fita dupla 

 

Os resultados obtidos mostraram 0,5 µg de dsVg e 0,5 µg de dsGFP como as doses 

mais indicadas para tratamento no período larval (L2) e, assim, utilizadas para dar 

prosseguimento à análise experimental. 

 

3.9 – Expressão relativa do gene codificador de vitelogenina 

 

3.9.1 – PCR quantitativa em tempo real 

 

Para quantificar a expressão relativa do gene que codifica a vitelogenina utilizaram-se 

larvas inteiras e abdomens sem intestino de indivíduos adultos, previamente tratados com 0,5 

µg de dsVg e seus controles (sem tratamento e tratados com 0,5 µg de dsGFP), e análise por 

PCR quantitativa em tempo real (qPCR). Amostras de cDNA de fita simples sintetizadas a 

partir de quantidades conhecidas de RNA total foram diluídas em água UPA numa 

concentração de 0,2 µg/µL. Os primers utilizados para avaliar a expressão do gene 

codificador de vitelogenina, Vg-RT-F (primer sense) – 5´ GCAGAATACATGGACGGTGT 

e Vg-RT-R (primer anti-sense) – 5´ GAACAGTCTTCGGAAGCTTG, amplificam 146 pb do 

3o éxon desse gene, distante da região de silenciamento (7o éxon). Para a normalização dos 

experimentos foram utilizados os primers Act-F (primer sense) – 5´ 

TGCCAACACTGTCCTTTCTG e Act-R (primer anti-sense) – 5´ 

AGAATTGACCCACCAATCCA, que flanqueiam um trecho de 156 pb do gene que codifica 

a actina de A. mellifera (número de acesso: AB023025), cuja expressão é constitutiva em 

todas as fases do desenvolvimento (Amdam et al., 2004a; Aronstein e Saldivar, 2005; 

Guidugli et al., 2005a; Bitondi et al., 2006).  
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A eficiência das reações utilizando ambos os pares de primers de vitelogenina (Vg-

RT-F + Vg-RT-R) e de actina (Act-F + Act-R) foi previamente analisada pela Dra. Adriana 

Mendes do Nascimento (Pós-doutoranda do Departamento de Biologia, Faculdade de 

Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo) em reações de 

qPCR utilizando-se diluições em série 1:10 de cDNA e construção de curvas de regressão 

linear específicas para cada par. O valor Slope, fornecido pela curva, foi utilizado para avaliar 

a eficiência da reação (E) utilizando-se a fórmula E=10(-1/Slope) (User Bulletin#2, ABI 

Prism 7700 Sequence Detection System). Indica-se que os valores de E estejam próximos a 2. 

Para os primers de vitelogenina (Vg-RT-F + Vg-RT-R) os valores Slope e E foram -3,289686 

e  2,013633, respectivamente. E, para os primers de actina (Act-F + Act-R), os valores Slope 

e E foram -3,315632 e 2,002634, respectivamente. 

R2 é o fator de correlação linear entre as concentrações do produto amplificado e os 

valores de seus ciclos limítrofes (treshold cycle, CT); quanto mais próximo do valor 1, mais 

adequado. O fator R2 para o par de primers de vitelogenina (Vg-RT-F + Vg-RT-R) foi igual a 

0,9997 e, para o par de primers de actina (Act-F + Act-R), igual a 0,9995. CT são pontos de 

cinética da reação que representam, em valores, a quantidade de ciclos de amplificação 

necessários para detecção da expressão de um gene. O CT é inversamente proporcional à 

quantidade de molde e sua análise é indicada a partir de um ponto comum em que as amostras 

analisadas emitem fluorescência acima dos ruídos da reação (background).  

Para as análises por PCR quantitativa em tempo real foi utilizado o protocolo do 

reagente SYBR® Green (Applied Biosystems). A reação final consistiu num volume final de 

20 µL, contendo: 0,8 µL de cada primer (10 pmol/µL), 7,4 µL de água UPA, 10 µL de 

solução SYBR Green 1x (Applied Biosystems) e 1 µL de cDNA de fita simples (0,2 µg/µL). 

Para cada indivíduo foram montadas reações em triplicata para o gene alvo (vitelogenina) e 

endógeno (actina), processadas em aparelho 7500 Real Time PCR System (Applied 
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Biosystems), nas seguintes condições para ambas as amplificações: 50ºC (2 min), 95ºC (10 

min), seguidos por 40 ciclos de: 95ºC (15 s), 60ºC (1 min). O ciclo de dissociação para ambos 

os primers foi 95ºC a 61ºC (15 s em cada grau), 60ºC (1 min), 61ºC a 95ºC (15 s em cada 

grau). Reações sem adição de molde foram usadas como controle negativo e, posteriormente, 

submetidas à eletroforese em gel de agarose 1%, constatando-se ausência de bandas. A 

especificidade dos produtos de PCR foi verificada por análise da curva de dissociação para 

cada amostra. Foram observados picos únicos, que indicam reações específicas. 

 

3.9.2 – Análise dos dados 

 

Para análise dos dados foram extraídos os valores ciclo-a-ciclo da densidade relativa de 

fluorescência (DRn) emitida por cada triplicata de uma mesma amostra, organizados em 

planilhas individuais de Excel for Windows (Microsoft), para cada gene e fase do 

desenvolvimento estudados. Essa planilhas serviram de entrada no programa LinRegPCR (Liu 

e Saint, 2002; Ramakers et al., 2003), que permite assumir um valor de corte (treshold) dentro 

de uma faixa em que as amostras estão verdadeiramente com amplificação exponencial. 

Definido o treshold, os três valores de CT para cada amostra e gene foram listados, excluindo-

se sempre o mais discrepante e calculando a média (m) entre os outros dois (CTm). A partir de 

então foi utilizado o método convencional 2-∆∆C
T (Livak e Schmittgen, 2001). 

Resumidamente, procedeu-se cálculo da média ( ) entre o valor de CTm para amostras de um 

mesmo tratamento, controle e/ou fase do desenvolvimento (CTm ). Para normalização, as 

diferenças entre os valores CTm  do gene alvo (vitelogenina) e controle endógeno (actina) 

correspondentes foram calculadas (∆CTm ). Cada valor ∆CTm  foi subtraído do maior valor 

∆CTm  (correspondente à amostra, seja tratamento, controle e/ou fase do desenvolvimento, 

com menor expressão média do gene alvo), resultando num indicador da expressão gênica 
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relativa, chamado ∆∆CTm . Assim, os ∆∆CTm  nos tratamentos, controles e/ou fases do 

desenvolvimento foram expressas pela fórmula 2-∆∆C
T , sendo atribuído o valor igual a 1 ao 

grupo com menor expressão do gene codificador de vitelogenina e as demais tornadas 

proporcionais a essa. 

 

3.10 – Coleta de hemolinfa e quantificação total de proteínas 

 

 A hemolinfa foi coletada de OpL5S2 e RL5S2 a partir de uma incisão no vaso dorsal, 

entre o 2o e 3o tergitos abdominais e com auxílio de pipeta 0,5-10 µL, sob estereomicroscópio. 

Indivíduos adultos (rainhas e operárias) foram anestesiados em gelo e imobilizados em placas 

de dissecção antes da coleta de hemolinfa. Exceto para a quantificação dos títulos de 

hormônio juvenil (ver item 10), amostras de hemolinfas foram armazenadas, individualmente, 

em microtubos de 200 µL e centrifugadas a 2.000 x g, por 3 min à TA, para precipitação de 

hemócitos e células de corpo gorduroso. Os sobrenadantes foram transferidos para novos 

tubos e estocados a -20ºC. Alíquotas de 2 µL de hemolinfa obtidas de cada indivíduo foram 

diluídas 1:5 em água UPA. As quantidades totais de proteínas circulantes foram estimadas 

pelo método de Bradford (1976), utilizando-se 1 µL dos volumes de hemolinfa diluídos, para 

cada indivíduo. As leituras foram realizadas a 595 nm, em aparelho Ultrospec 2100 pro 

(Pharmacia). As concentrações foram expressas em µg/µL, com base numa curva de 

regressão padrão dada pela quantificação seriada de concentrações conhecidas de albumina 

sérica bovina (UBS). 
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3.11 – Eletroforese das amostras de hemolinfa 

 

3.11.1 – Preparação de géis e tampões 

 

 Para análise eletroforética de proteínas presentes na hemolinfa de abelhas Op7d e 

RRN, foram utilizados géis de poliacrilamida compostos de duas partes, empacotamento 

(4,26%) e separação (7,5%), com modificações a partir de Laemmli (1970), sem adição de 

dodecilsulfato de sódio (SDS). Para o gel de separação foram utilizados: 2,5 mL de solução 

acrilamida/bis-acrilamida (30 g de acrilamida, 0,8 g de bis-acrilamida, 100 mL de água UPA), 

5 mL de tampão Tris-HCl 1,5 M pH 8,8, 2,3 mL de água UPA, 40 µL de Tetrametil-etileno-

diamina (TEMED) e 190 µL de persulfato de amônio (APS) 1% (m/v). Para o gel de 

empacotamento foram utilizados: 750 µL de solução acrilamida/bis-acrilamida, 2,76 mL de 

tampão Tris-HCl 0,5 M pH 6,8, 1,65 mL de água UPA, 20 µL de TEMED e 102 µL de APS 

5%. A polimerização das soluções foi realizada entre placas de vidro medindo 15x11x0,09cm. 

O tampão usado nas cubas dos eletrodos continha 1,515 g de Tris-base, 7,2 g de glicina, 0,5 g 

de SDS e água UPA q.s.p. 500 mL, pH 8,0. 

 

3.11.2 – Preparação das amostras de hemolinfa e eletroforese 

 

Diluiu-se 2 µL de cada amostra de hemolinfa de RRN em água UPA q.s.p. 10 µL (5x 

diluída). Desse total, 1 µL, por amostra, foi utilizado para eletroforese (aproximadamente 4 

µg de proteínas). Para Op7d utilizou-se 1 µL de hemolinfa sem diluição (aproximadamente 30 

µg de proteínas). Essas alíquotas foram homogeneizadas em 14 µL de tampão da amostra 

(1,25 mL Tris-HCl 0,25 M pH 6,8, 0,5 mL de sacarose 70% (m/v), 0,1 g de SDS, 0,25 mL de 

β-mercaptoetanol, 10 µL de azul de bromofenol 1%, 3 mL de água UPA); em seguida 
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desnaturadas por ebulição por 3 min, resfriadas e centrifugadas a 7.000 x g  por 30 s à TA e os 

volumes de 15µL aplicados em cada raia do gel. A eletroforese vertical das proteínas foi 

processada a uma corrente constante de 15 mA e a 4ºC, até que a migração do corante 

atingisse a extremidade inferior da placa de vidro. Foi utilizado um marcador de massa 

molecular (Sigma-Aldrich) constituído das seguintes proteínas: miosina (205 kDa), β-

galactosidase (116 kDa), fosforilase-B (97 kDa), albumina sérica (66 kDa), ovoalbumina (45 

kDa) e anidrase carbônica (29 kDa). O gel foi corado por 30 min com Comassie Brillant Blue 

R-250 1% (m/v, Sigma-Aldrich) dissolvido em solução de etanol, água UPA e ácido acético 

(Synth), na proporção de 5:5:1 (v/v), por 12 h. Posteriormente, o gel foi lavado em solução 

etanol, água UPA e ácido acético, na proporção de 3:6:1 (v/v), por 12 h. 

 

3.12 – Radioimunoensaio para quantificação de Hormônio Juvenil (HJ) 

 

 Essa etapa do trabalho foi realizada pelo Prof. Dr. Klaus Hartfelder (Departamento de 

Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogênicos, Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto da Universidade de São Paulo). Para extração de HJ a partir de hemolinfa de A. 

mellifera foi utilizado o protocolo de Huang et al. (1994). Volumes de 5 µL de hemolinfa de 

amostras de OpL5S2 e RL5S2 tratadas com 0,5 µg de dsVg ou de dsGFP foram, 

individualmente, estocados em tubos de vidro de 1 mL contendo 500 µL de acetonitrila 

(MERCK). As soluções foram agitadas em vortex e centrifugadas a 7.000 x g a 4ºC, por 3 

min. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos de 5 mL, aos quais foram adicionados 1 

mL de NaCl 0,9% (m/v) e 1 mL de hexano (MERCK), cuidadosamente agitados e mantidos 

em gelo por 10 min. As soluções foram centrifugadas a 7.000 x g a 4ºC, por 5 min, após o que 

os sobrenadantes (fase de hexano) foram transferidos para novos tubos. Os passos a partir da 

adição de 1 mL de hexano foram repetidos por mais duas vezes, garantindo um volume total 
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de extrato em hexano de 3 mL por amostra. Em seguida, o solvente foi evaporado em sistema 

de centrifugação a vácuo (SpeedVac® Plus SC110 A, SAVANT) e os resíduos secos foram 

redissolvidos em 50 µL de tolueno (MERCK). Os extratos em tolueno foram transferidos para 

tubos de radioimunoensaio (vidro, 1 mL) e os tubos de extração lavados com mais 50 µL de 

tolueno. Para construção da curva padrão foram pipetados 0,5, 1, 2, 5, 10, 50 e 100 µL de 

solução de HJ III (100 ng/mL, Fluka) em tubos de radioimunoensaio. Os tubos das amostras e 

os da curva padrão foram levados para centrifugação a vácuo, para remoção dos solventes. 

Foram acrescentados 50 µL de solução tracer (solução de [10-3H(N)]-HJ III – atividade 

específica de 19,4 Ci/mmol, Life Science Products) diluída em tampão fosfato 0,1 M pH 7,2 e 

azida sódica 0,02% (MERCK), com sinal correspondente a 6500 cpm/50 µL por tubo. Exceto 

para o controle zero da curva padrão, foram acrescentados 200 µL de anticorpo (soro#5, anti-

HJ III, produzido em coelhos, Goodman et al., 1990, 1995), diluído 1:1000 em solução 

carrier (tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4, suplementado com albumina de soro bovino (0,1%, 

Serva) e imunoglobulina G de coelho (0,1%, Sigma). Ao controle zero da curva padrão 

acrescentou-se 200 µL de solução carrier, sem anticorpo específico. Todos os tubos foram 

agitados vigorosamente em vortex e mantidos a 4ºC, por 16 h. Em seguida, foram adicionados 

250 µL de solução saturada de sulfato de amônio, por tubo, para precipitação das proteínas, 

novamente submetidos a agitação, deixados a 4ºC por 30 min, e centrifugados a 7.500 x g à 

TA, por 15 min. Descartados os sobrenadantes, foram adicionados aos precipitados 500 µL de 

solução saturada de sulfato de amônio 50%. Os tubos foram agitados, e novamente incubados 

e centrifugados. Descartaram-se os sobrenadantes e os precipitados foram ressuspendidos em 

40 µL de água UPA, agitados, e as soluções transferidas para frascos de cintilação líquida. 

Repetiu-se a lavagem dos frascos contendo produto precipitado, com 40 µL de água UPA, 

acrescentando esse volume a cada tubo de cintilação líquida. Acrescentou-se ainda 5 µL de 

líquido de cintilação (HiSafe Optiphase 3, Perkin Elmer) por tubo, que foram agitados e 
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acomodados em espectrômetro de cintilação líquida (Multi-purpose Scintillation Counter/LS 

6500, Beckman) para quantificação de HJ III circulante nas hemolinfas. Os valores das 

leituras da curva padrão foram transformados em valores log/logit e, por regressão linear, os 

valores de leitura das amostras foram expressos em pg equivalentes de HJ III/µL de 

hemolinfa. As leituras dos títulos de HJ de OpL5S2 e RL5S2 sem tratamento e tratadas com 

0,5 µg de dsVg ou de dsGFP foram comparadas aos dados de Rachinsky et al. (1990). 

 

3.13 – Morfologia dos ovários e estruturas imaginais 

  

 Foram analisados apêndices do lado direito da abelha: a asa mesotorácica (asa maior, 

W2) e a terceira perna (mais posterior, L3), coletadas de Op7d sem tratamento e tratadas com 

0,5 µg de dsVg ou com 0,5 µg de dsGFP para comparação com as mesmas estruturas de RRN 

sem tratamento. Ovários de OpRN sem tratamento e tratadas com 0,5 µg de dsVg ou com 0,5 

µg de dsGFP foram dissecados e comparados aos de RRN sem tratamento. Todos os 

indivíduos foram devidamente anestesiados antes da retirada das partes mencionadas. As 

abreviaturas W2 e L3 e o reconhecimento das estruturas foram baseados em Snodgrass (1984). 

 

3.14 – Análise estatística 

 

 Para as análises estatísticas foram utilizados os testes: Log-Rank sem censura - método 

D. Collett, qui-quadrado para tabela de contingência: L x C (com Correção de Yates), 

ANOVA e teste de Bonferroni. Para construção das curvas de sobrevivência utilizou-se o 

procedimento Kaplan-Meier. Para essas análises foram utilizadas as ferramentas do pacote 

βioεstat 4.0 (Ayres et al. 2005). As diferenças foram consideradas significativas quando 

p<0,05. 
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4 – RESULTADOS 

 

4.1 – Análises in silico 

 

4.1.1 - Estrutura do gene codificador de vitelogenina 

 

Com o genoma da abelha A. mellifera (Honey Bee Genome Consortium, 2006) disponível, 

foi possível anotar manualmente a seqüência de mRNA completa para o gene codificador de 

vitelogenina (número de acesso: AJ517411, Piulachs et al., 2003). O gene possui 6.177 pares de 

bases (pb), localiza-se no cromossomo 4 (Group4.9 amel v. 4.0), possui 7 éxons e 6 íntrons e 

codifica um transcrito de 5.440 nucleotídeos (nt). Sítios canônicos de processamento, 5´- GT-AG-

3´, característicos dos genes transcritos pela RNA Polimerase II (Breathnach e Chambon, 1981) 

foram encontrados em todas as junções éxons-íntrón-éxon. Desses, 5.313 nt correspondem à fase 

de leitura (ORF) que codifica 1.770 aminoácidos (aa) mais um códon de parada (TTA). A região 

5´UTR é composta por 24 nt e a 3´UTR por 56 nt. O domínio von Willebrand tipo D, requerido 

para multimerização, está em destaque (Figura 8). Parálogos não foram encontrados no genoma. 

O mRNA apresenta 47 nt correspondentes à cauda poliadenilada. 

 

Figura 8 – Estrutura do gene codificador de vitelogenina. Os triângulos invertidos, em preto, 
correspondem aos códons de início (ATG) e parada (TTA) da tradução. 
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4.1.2 – Potenciais alvos regulatórios para microRNAs 

 

 Uma seqüência de 56 nt da extremidade 3´UTR foi analisada com o objetivo de se 

estimar potenciais sítios regulatórios, alvos de microRNAs. Dos 141 e 191 microRNAs 

maduros usados como base para análise pelos programas MicroInspector e RNAHybrid, 

respectivamente, 15 alinhamentos significativos foram encontrados, 6 deles redundantes 

(microRNAs idênticos derivados de mais de um dos insetos sob análise, ou encontrados por 

ambos os programas). Os resultados encontram-se resumidos na Figura 9. 

 

 
 

Figura 9 – Alinhamentos de microRNAs (miR) maduros com a região 3´UTR do gene 
codificador de vitelogenina. Para todos os alinhamentos, as fitas da esquerda correspondem à 
seqüência de microRNA. ∆G – variação de energia livre; ame – Apis mellifera; aga – 
Anopheles gambiae. 
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4.2 – Obtenção de moléculas de RNA de fita dupla 

 

 Os procedimentos adotados para produção de RNA de fita dupla foram bem 

sucedidos. O produto de digestão dos plasmídeos com a enzima EcoRI (Figura 10A) contendo 

insertos referentes ao gene que codifica a vitelogenina (clone AP4a5, 631 pb) no tamanho 

esperado foi confirmado pelo seqüenciamento automático, nas duas direções, com uso dos 

primers T7Vg. Os 494 nt seqüenciados, confrontados ao GenBank, resultou no alinhamento 

perfeito (BLAST N, e-value 0.0) com o mRNA para vitelogenina de Apis mellifera (nº. de 

acesso: AJ517411), confirmando sua origem. Esses plasmídeos serviram, em seguida, de 

molde para reações de PCR (Figura 10B). 

Plasmídeos com inserto de GFP (pBIN-m-gfp5-ER) também foram submetidos à PCR 

com uso do par de primers T7GFP que amplificam 546 pb, incluídos os 46 pb relativos aos 

adaptadores do promotor T7 em suas extremidades (Figura 10B). A produção em larga escala 

de moléculas de RNA de fita dupla, para os genes em questão, teve rendimento (Figura 10C) 

variando entre 4,7-8,3 µg/µL em volumes finais de 50 µL (235-415 µg). 

 

 
 

Figura 10 – Produção de RNA de fita dupla. A – digestão dos plasmídeos, contendo insertos 
de cDNA de fita dupla referentes ao gene que codifica a vitelogenina (Vg), com a enzima 
EcoRI, visualizados em gel de agarose. B – produtos de PCR a partir das mini-preparações 
dos clones AP4a5 (Vg) e pBIN-m-gfp5-ER (GFP); Cn1 = controle negativo da reação de PCR 
utilizando o par de primers T7GFP e Cn2 = controle negativo da reação de PCR utilizando o 
par de primers T7Vg, visualizados em gel de agarose. C – RNAs de fita dupla para o  genes 
que codificam vitelogenina (dsVg) e GFP (dsGFP) em gel de agarose. M = marcador de peso 
molecular de 100 pb. 
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4.3 – Delineamento experimental: alimentação de larvas L2 com dsVg 

 

Com o objetivo de se estabelecer um tratamento eficiente para o silenciamento da 

expressão do gene que codifica a vitelogenina, e subseqüente análise do desenvolvimento pós-

embrionário, foram testadas as concentrações de 0,5, 3,0, 5,0 e 10,0 µg de RNA de fita dupla, 

dsVg, específico para o gene alvo (Amdam et al., 2003b), oferecidos na dieta natural de L2 

(postura controlada). As larvas foram coletadas 24 h após o tratamento, no estágio OpL3. 

Como observado na Figura 11, o tratamento com 5,0 µg de dsVg foi o mais eficiente, com 

redução média da expressão do gene que codifica vitelogenina em 95%, comparando-se ao 

controle. Nesse piloto, os tratamentos com 0,5, 3,0 e 10,0 µg de dsVg induziram o 

silenciamento de transcritos de vitelogenina, em média, 36%, 86% e 67%, respectivamente. 

 

 
 

Figura 11 – Expressão relativa de mRNAs do gene codificador de vitelogenina em OpL3 
coletadas 24 h após o tratamento com diferentes doses de dsVg (0,5, 3,0, 5,0 e 10,0 µg) 
oferecidas na dieta. Controles referem-se a indivíduos sem qualquer tratamento. A expressão 
do gene codificador de actina foi utilizada como controle endógeno para normalizar a 
expressão do gene codificador de vitelogenina. A expressão média do gene alvo nas amostras 
dsVg 5,0 µg foi igualada a 1 e as demais medidas tornadas proporcionais a essa. Os dados de 
cada experimento correspondem à expressão relativa média (n=3) e as linhas representam o 
erro padrão. 
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4.4 – Distribuição dos grupos tratados e controle, nos favos de cria 

 

Observações empíricas mostraram que, mantendo-se certa distância entre as células de 

cria que recebiam o tratamento com 0,5 µg de dsVg ou de dsGFP (Figura 12), a taxa de 

remoção de larvas tratadas diminuiu consideravelmente. 

 

 
 

Figura 12 – Simulação de células de cria de A. mellifera, em favos com postura controlada, 
tratadas com 0,5 µg de dsVg ou de dsGFP. Em A, tratamento em grandes blocos. Em B, 
tratamento disperso pela região da postura. 
 

 

4.5 – Viabilidade dos grupos tratados e controles 

 

Observou-se alta taxa de remoção de larvas que receberam na dieta as concentrações 

de 3,0 µg e 5,0 µg de dsVg, 24 h após tratamento. Os dados indicam uma menor percepção 

das operárias adultas (nutridoras) ao tratamento com 0,5 µg de dsVg, com conseqüente 

redução da remoção da cria, comparando-se às doses anteriores. A viabilidade das larvas que 

receberam 1µL de água UPA foi de 100%, pelo menos até 24 h após o tratamento (Tabela II). 
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Os resultados mostram que larvas tratadas e mantidas no favo por 24 h não são, 

necessariamente, mantidas até o momento da operculação das células de cria. Essa 

constatação está baseada no número de larvas sem tratamento e tratadas com doses de RNA 

de fita dupla ou água, mantidas no favo (operárias) por 117 h após tratamento (que 

corresponde a 209 h após a postura). Foi verificado que os controles sem tratamento também 

são removidos (Tabela II). 

 

Tabela II – Viabilidade das larvas e índice de operculação das células de crias após 
tratamentos com dsVg, dsGFP ou água. Os dados correspondem à somatória de 
experimentos independentes. 
 
 

Tratamento* 
Indivíduos 

tratados 

Indivíduos 

removidos 

após 24h 

Viabilidade 

(%) 

Células de cria 

operculadas** 

Índice de 

operculação 

(%) 

dsVg 0,5 µg 194 31 84,0 70/114 61,4 

dsGFP 0,5 µg  152 35 77,0 66/107 61,7 

dsVg 3,0 µg  113 42 62,8 - - 

dsGFP 3,0 µg 102 50 50,9 - - 

dsVg 5,0 µg  51 43 15,7 - - 

dsGFP 5,0 µg 44 41 6,8 - - 

controle água 109 00 100,0 92/109 84,4 

sem tratamento 107 00 100,0 80/107 74,8 

* - Tratamento com 10,0 µg de dsRNA foi realizado apenas para o ensaio preliminar (item 4.3). 
** - Larvas coletadas antes da operculação para avaliar expressão do gene alvo em L3 ou transferidas 
para produção de rainhas em barras contendo cúpulas artificiais ou em estufa, não foram utilizadas para o 
cálculo do índice de operculação. 

 

No caso das rainhas, 93 h após transferência instrumental de L2 para realeiras 

artificiais, quando se espera que todas as células de cria estejam operculadas, o índice de 

operculação foi baixo nos tratamentos comparando-se aos controles (sem tratamento), sendo 

inferior àquele verificado em operárias (Tabela III). Três larvas que receberam tratamento 
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com 5,0 µg de dsRNA e chegaram até a fase de operculação, morreram durante o processo de 

metamorfose. 

 

Tabela III – Índice de operculação de rainhas tratadas e controle mantidas na colônia 
por 93 horas após a transferência instrumental. 
 
 

 
Experimento Tratamento Indivíduos 

transferidos 

Células de 
cria 

operculadas 

Índice de 
operculação 

(%) 
dsVg 5,0 µg 30 02 6,7 

dsGFP 5,0 µg 14 01 7,1 1 
sem tratamento 25 09 36,0 

dsVg 0,5 µg 18 05 27,8 
dsGFP 0,5 µg 15 04 26,7 2 

sem tratamento 10 09 90,0 
dsVg 0,5 µg 25 07 28,0 

dsGFP 0,5 µg 25 06 24,0 

ra
in

ha
s 

3 
sem tratamento 15 12 80,0 

 

 

4.6 – Produção de rainhas em estufa 

 

Devido ao baixo rendimento na produção de rainhas em cúpulas artificiais mantidas 

nas colônias, optou-se, paralelamente, em produzi-las em laboratório. Larvas no estágio L2 

sem tratamento e aquelas que se alimentaram de diferentes doses (0,5 µg ou 3,0 µg) de dsVg 

ou de dsGFP misturados na dieta natural, por 2 h, foram transferidas para  placas de cultivo de 

células de 24 furos (NUNC) contendo geléia real ad libitum, trocada a cada 24 h, e mantidas 

em estufa a 34ºC e 80% UR. A produção de rainhas em laboratório, mantidas em estufa 

(Figura 13), não obteve êxito, com morte de 100% das larvas sem tratamento e tratadas com 

RNA de fita dupla, até o sexto dia após o ensaio. As larvas apresentaram crescimento desigual 

(Figura 13B) e a morte foi constatada por falta de brilho e segmentação na cutícula, ausência 

de movimentos do corpo e/ou intensa melanização (Figura 13C).  
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Figura 13 – Produção de rainhas in vitro, com geléia real ad libitum, mantidas em estufa a 
34ºC e 80% UR. A– L2 sem tratamento e tratadas com diferentes doses de dsVg ou dsGFP. 
B– Crescimento desigual das larvas ao longo do experimento, independente do tratamento. 
C– Morte das larvas, constatada por intensa melanização, em todos os tratamentos. 
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Comparando-se os ensaios dois a dois, observa-se diferença estatisticamente 

significativa no tempo de sobrevivência das larvas tratadas com 3,0 µg de RNA de fita dupla 

(independente se para dsVg ou dsGFP) em relação aos demais tratamentos e controle, exceto 

para a comparação entre 0,5 µg de dsVg e 3,0 µg de dsGFP (Tabela IV). 

 

Tabela IV – Sobrevivência de larvas mantidas em estufa para produção de rainhas, sem 
tratamento (Controle) e tratadas com doses de dsVg (0,5 µg ou 3,0 µg) ou dsGFP (0,5 µg 
ou 3,0 µg).  
 
 

dsVg  dsGFP  
 Controle 

0,5 µg 3,0 µg 0,5 µg 3,0 µg 

Controle - X2=0,0033 
p=0,9539 

X2=10,436 
p=0,0012 

X2=0,0131 
p=0,9087 

X2=6,1059 
p=0,0135 

0,5 µg   - X2=5,9606 
p=0,0146 

X2=0,0025 
p=0,9604 

X2=1,9265 
p=0,1651 

ds
V

g 

3,0 µg   - X2=7,9415 
p=0,0048 

X2=1,7647 
p=0,1840 

0,5 µg    - X2=5,8786 
p=0,0153 

ds
G

FP
 

3,0 µg     - 
Estão em destaque, comparações que apresentam diferenças significantes (p<0,02), segundo o teste 
Log-Rank sem censura - método D. Collett. Grau de liberdade (gl) = 1, para todas as comparações. 

 

 

As curvas de sobrevivência de cada tratamento estão ilustradas na Figura 14A. Para 

verificar se há efeito cumulativo da dose sobre a mortalidade precoce das larvas de rainhas 

produzidas em estufa, foi realizada análise agregando-se os resultados dos experimentos que 

utilizaram doses iguais de dsVg e dsGFP, chamados dsRNA 0,5 µg e dsRNA 3,0 µg. Não há 

diferença significativa (segundo o teste Log-Rank sem censura - método D. Collett) no tempo de 

sobrevivência entre larvas sem tratamento (Controle) e tratadas com 0,5 µg de dsRNA 

(X2=0,0248, gl=1, p=0,8748). No entanto, o tempo de sobrevivência é significativamente maior 

nos grupos Controle (X2=11,4440, gl=1, p=0,0007) e tratados com 0,5 µg de dsRNA (X2=9,6423, 

gl=1, p=0,0019) se comparados ao grupo tratado com 3,0 µg de dsRNA (Figura 14B). 



 63

 
 

Figura 14 – Curvas de sobrevivência de larvas de rainha em estufa. A – sem tratamento 
(Controle) e tratadas com doses de dsVg (0,5 µg ou 3,0 µg) ou de dsGFP (0,5 µg ou 3,0 µg). 
B – Diferenças na sobrevivência de larvas sem tratamento e tratadas com diferentes doses de 
RNA de fita dupla (dsRNA 0,5 µg ou 3,0 µg). Utilizou-se o procedimento Kaplan-Meier para 
construção dos gráficos e o teste Log-Rank sem censura - método D. Collett para análise 
estatística (para resultados estatísticos, ver texto). 
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4.7 – Desenvolvimento pós-embrionário de operárias sem tratamento e tratadas com 

RNA de fita dupla 

 

Entre as pupas de operárias, tratadas e controles, foram notadas diferenças no desenvolvimento, 

sobretudo na data esperada de emergência (20 dias após a postura, Figura 15).  

 

 
 

Figura 15 – Variação no desenvolvimento de indivíduos provenientes de postura controlada 
(diferença máxima entre os indivíduos: 6 horas). Indivíduos imaturos em diferentes estágios 
pupais são encontrados 20 dias após a postura, momento em que deveriam estar emergindo. 

 

 

Uma vez que as diferenças também ocorreram nos indivíduos sem tratamento, foram 

feitas análises para detectar se o atraso verificado era maior nos grupos tratados. Assim, 

contabilizou-se após 20 dias o número de operárias recém-nascidas de uma postura controlada 

(vide Figura 5) e, simultaneamente, o número de indivíduos que ainda se encontravam na fase 

pupal (imaturos), como observado na Tabela V. A porcentagem de indivíduos imaturos, por 

grupo, foi semelhante e não houve diferença significativa (segundo teste de qui-quadrado para 

tabela de contingência: L x C) entre os grupos, a saber: Controle versus dsVg 0,5 µg (X2 com 

Correção de Yates=0,026, gl=1, p=0,9685), Controle versus dsGFP 0,5 µg (X2 com Correção 

de Yates=0,958, gl=1, p=0,4508), dsVg 0,5 µg versus dsGFP 0,5 µg (X2 com Correção de 
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Yates=0,494, gl=1, p=0,6850). Logo, os valores dos três grupos foram somados, verificando-

se que a porcentagem de indivíduos imaturos de uma postura controlada por 6 horas, no 

momento em que emergem as primeiras operárias, foi cerca de 21% (Tabela V). 

 
Tabela V – Freqüência de indivíduos imaturos observados na data provável da 
emergência de OpRN provenientes de postura controlada sem tratamento (Controle) e 
tratadas com 0,5 µg de dsVg ou de dsGFP. 
 

Estágio Controle dsVg 0,5 µg dsGFP 0,5 µg Total 

OpRN n=184 n=34 n=29 n=247 

Imaturos n=52 n=09 n=05 n=66 

Total n=236 n=43 n=34 n=313 

% imaturos 22,0 20,9 14,7 21,1 

 

 

 Vinte dias após a postura, momento esperado da emergência das operárias adultas, 

entre 50-75% dos indivíduos encontravam-se, predominantemente, no estágio de Pbd (pupa 

de olho marrom com intensa pigmentação torácica).  Outros 20-32% encontravam-se em Pbm 

(pupa de olho marrom com média pigmentação torácica) e 18-20% em Pbl (pupa de olho 

marrom com leve pigmentação torácica). Foi verificado também que a diferença no 

desenvolvimento pode ser observada a partir da fase de tecelagem do casulo e operculação, 

principalmente nos grupos tratados. 

Em um dos experimentos, propositalmente, o registro do índice de operculação 

ocorreu 124 h após a postura controlada (OpL5S1), período em que, mesmo com a variação 

de 6 h entre os indivíduos, todas as células de cria deveriam estar operculadas. 

Particularmente nessa situação, as células de cria contendo larvas do grupo controle estavam 

totalmente operculadas, enquanto a maioria das larvas tratadas com 0,5 µg de dsVg ou de 

dsGFP  eram menores, encontravam-se ainda na fase de alimentação (provavelmente larva de 

operária de quinto estágio, em fase de alimentação 3 - OpL5F3) e as células não-operculadas. 
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4.8 – Desenvolvimento pós-embrionário de rainhas sem tratamento e tratadas com RNA 

de fita dupla 

 

Para rainhas, foram notadas diferenças principalmente no tamanho das larvas, em 

relação à fase do desenvolvimento em que se encontravam os indivíduos sem tratamento e 

tratados com 0,5µg de dsVg ou de dsGFP, ambos mantidos dentro das colônias em realeiras 

artificiais (Figura 16) ou em estufa (Figura 13B). Em relação à data provável da emergência 

também foi verificado um atraso. Aos 15 dias, algumas rainhas ainda estavam na fase de pupa 

fortemente pigmentada, ou seja, a aproximadamente 15 a 20 h da emergência (vide Figura 5). 

 

 
 

Figura 16 – Variação observada no desenvolvimento larval de rainhas, provenientes de 
postura controlada (diferença máxima entre as larvas: 6 horas). A foto ilustra que após 93 h 
após a transferência instrumental das larvas para cúpulas artificiais, foram encontradas 
diferenças no tamanho de larvas com idade relativa à RL5S2. 
 

 

4.9 – Expressão do gene codificador de vitelogenina durante o desenvolvimento pós-

embrionário de rainhas e operárias 

 

 A expressão relativa de mRNAs do gene codificador de vitelogenina foi quantificada 

nos estágios larvais (OpL3, OpL5S1, OpL5S2, RL5S2) e adultos (OpRN, Op7d, RRN), por 

PCR em tempo real. Observaram-se níveis mais baixos da expressão do gene que codifica 

vitelogenina em todas as larvas analisadas quando comparados aos da fase adulta, 
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independente da casta. A maior expressão ocorreu em RRN, com abundância de transcritos 

cerca de 13 vezes maior do que Op7d. Comparadas às OpRN, essas rainhas expressaram, em 

média, acima de 600 vezes mais mRNA para vitelogenina. Os níveis médios de expressão do 

gene codificador de vitelogenina em OpL3, OpL5S2 e OpRN foram próximos, não 

apresentando diferenças significantes (ANOVA, F≤0,0357, p≥0,846). Todas as demais 

comparações apresentaram diferenças significantes (ANOVA, F=94,8196, seguido de teste 

Bonferroni, p<0,0005, Figura 17). 

 

 

 
 
 
Figura 17 – Expressão relativa de mRNAs do gene codificador de vitelogenina em diferentes 
estágios do desenvolvimento, larval e adulto, de operárias (OpL3 – n=11, OpL5S1 – n=12, 
OpL5S2 – n=8, OpRN – n=7 e Op7d – n=17) e rainhas (RL5S2 – n=12 e RRN – n=10). A 
expressão do gene codificador de actina foi utilizada como controle endógeno para normalizar 
a expressão do gene codificador de vitelogenina. A expressão média do gene alvo nas 
amostras OpL5S1 foi igualada a 1 e as demais medidas tornadas proporcionais a essa. Os 
dados de cada estágio correspondem à expressão da média dos indivíduos e as linhas 
representam o erro padrão. Letras diferentes sobre as barras indicam diferenças 
estatisticamente significantes (para estatística, ver texto). Inserto: os mesmos dados 
visualizados em menor escala (0-1400). 
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4.10 – Expressão do gene codificador de vitelogenina em larvas de rainhas e operárias 

que se alimentaram de 0,5 µg de dsVg e seus controles 

 

Foi verificada uma redução média de 75% nos transcritos do gene codificador de 

vitelogenina nas amostras de OpL3 que receberam 0,5 µg de dsVg ou de dsGFP na dieta em 

relação ao grupo sem tratamento (ANOVA, F=3,7675, seguido de teste Bonferroni, p<0,05, 

Figura 18A). Em OpL5S2 essa redução na média de transcritos do gene codificador de 

vitelogenina foi maior que 91% nos grupos tratados (0,5 µg de dsVg ou de dsGFP) quando 

comparada à média dos indivíduos sem tratamento (ANOVA, F=14,7114, seguido de teste 

Bonferroni, p<0,05, Figura 18B). Da mesma forma, a redução média da expressão do gene 

codificador de vitelogenina em RL5S2 tratadas com 0,5 µg de dsVg ou de dsGFP foi de 71 e 

59%, respectivamente,  ambas estatisticamente diferentes da média encontrada para amostras 

RL5S2 sem tratamento (ANOVA, F=3,8738, seguido de teste Bonferroni, p<0,05, Figura 

18C). 
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Figura 18 – Expressão relativa de mRNAs do gene codificador de vitelogenina em estágios 
do desenvolvimento larval de operárias e rainhas sem tratamento e tratadas com 0,5 µg de 
dsVg ou de dsGFP. A expressão do gene codificador de actina foi utilizada como controle 
endógeno para normalizar a expressão do gene codificador de vitelogenina. A – OpL3, 
Controle (n=11), dsVg 0,5 µg (n=5) e dsGFP 0,5 µg (n=5); a expressão média do gene alvo 
nas amostras dsGFP 0,5 µg foi igualada a 1 e as demais medidas tornadas proporcionais a 
essa. B – OpL5S2, Controle (n=8), dsVg 0,5 µg (n=10) e dsGFP 0,5 µg (n=10); a expressão 
média do gene alvo nas amostras dsGFP 0,5 µg foi igualada a 1 e as demais medidas tornadas 
proporcionais a essa. C – RL5S2, Controle (n=12), dsVg 0,5 µg (n=5) e dsGFP 0,5 µg (n=5); 
a expressão média do gene alvo nas amostras dsVg 0,5 µg foi igualada a 1 e as demais 
medidas tornadas proporcionais a essa. Os dados de cada estágio correspondem à expressão 
da média dos indivíduos e as linhas representam o erro padrão. Letras diferentes sobre as 
barras indicam diferenças estatisticamente significativas (para dados de estatística, ver texto). 
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4.11 –Expressão gênica e proteica de vitelogenina em rainhas e operárias adultas que 

ingeriram 0,5 µg de dsVg e seus controles 

 

A análise da transcrição do gene codificador de vitelogenina nas OpRN tratadas com 

0,5 µg de dsVg não difere, em média, dos controles sem tratamento e tratados com 0,5 µg de 

dsGFP (ANOVA, F=0,5856, p=0,5727, Figura 19A). Em RRN, a transcrição de vitelogenina 

diminuiu significativamente nos indivíduos que se alimentaram de 0,5 µg de dsVg durante o 

estágio L2, atingindo a fase adulta com redução média de 70% na abundância de transcritos 

desse gene em relação a ambos os controles (ANOVA, F=5,2992, seguido de teste 

Bonferroni, p<0,05, Figura 19B). O mesmo foi observado nas Op7d que se alimentaram de 

0,5 µg de dsVg durante o estágio L2, onde a diminuição na média da expressão de transcritos 

de vitelogenina girou em torno de 88% quando comparada aos controles sem tratamento e 

tratados com 0,5 µg de dsGFP (ANOVA, F=8,7142, seguido de teste Bonferroni, p<0,001, 

Figura 19C). Op7d e RRN são as fases que apresentam maior abundância de transcritos de 

vitelogenina (Figura 17). O mesmo ocorreu com relação à detecção da proteína vitelogenina 

circulante na hemolinfa. Os perfis protéicos de 1 µL de hemolinfa de Op7d mostraram que a 

proteína vitelogenina apresenta variação entre os indivíduos de um mesmo grupo, porém, no 

conjunto das amostras, os níveis de vitelogenina diminuíram no grupo tratado com 0,5 µg de 

dsVg (Figura 19D). Nos perfis proteicos da hemolinfa de RRN observou-se que a proteína 

vitelogenina era extremamente abundante em qualquer dos grupos analisados. A análise da 

hemolinfa de RRN, diluída cinco vezes, permitiu detectar diferenças na quantidade de 

vitelogenina circulante entre os grupos, onde se observou traços dessa proteína nas amostras 

tratadas com 0,5 µg de dsVg ou de dsGFP se comparadas aos indivíduos do controle sem 

tratamento (Figura 19E). 
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Figura 19 – Expressão gênica e proteica de vitelogenina em rainhas e operárias adultas, sem 
tratamento e tratadas com 0,5 µg de dsVg ou de dsGFP. A expressão do gene codificador de 
actina foi utilizada como controle endógeno para normalizar a expressão do gene codificador 
de vitelogenina. A – Expressão relativa do gene codificador de vitelogenina em OpRN, 
Controle (n =7), dsVg 0,5 µg (n=6) e dsGFP 0,5 µg (n=6); a expressão média do gene alvo 
nas amostras dsGFP 0,5 µg foi igualada a 1 e as demais medidas tornadas proporcionais a 
essa. B – Expressão relativa do gene codificador de vitelogenina em RRN, Controle (n =10), 
dsVg 0,5 µg (n=7) e dsGFP 0,5 µg (n=3); a expressão média do gene alvo nas amostras dsVg 
0,5 µg foi igualada a 1 e as demais medidas tornadas proporcionais a essa. C – Expressão 
relativa do gene codificador de vitelogenina em Op7d, Controle (n =17), dsVg 0,5 µg (n=13) 
e dsGFP 0,5 µg (n=18); a expressão média do gene alvo nas amostras dsVg 0,5 µg foi 
igualada a 1 e as demais medidas tornadas proporcionais a essa. D – Expressão da proteína 
vitelogenina em Op7d. E – Expressão da proteína vitelogenina em RRN. Os dados em A, B e 
C correspondem à expressão da média dos indivíduos e as linhas representam o erro padrão; 
letras diferentes sobre as barras indicam diferenças estatisticamente significativas (para dados 
de estatística, ver texto). Em D e E – Lp: lipoforina; Vg: vitelogenina; Hex: região das 
hexamerinas 70a, 70b e 70c (Danty et al., 1998), servindo como parâmetro para quantidades 
equivalentes de extrato total de proteína circulante na hemolinfa, aplicadas em cada raia do 
gel. 
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4.12 – Perfil das proteínas da hemolinfa de rainhas e operárias que ingeriram 0,5 µg de 

dsVg e seus controles 

   

 O total de proteínas circulantes na hemolinfa, nos estágios OpL5S2, RL5S2, Op7d e 

RRN, foi quantificado pelo método de Bradford (1976). Em linhas gerais, os valores 

encontrados nas amostras controle variaram mais que nos tratamentos. Os tratamentos com 

dsRNA interferiram na abundância de proteínas circulantes na hemolinfa de larvas de ambas 

as castas, diminuindo a síntese em operárias (ANOVA, F=33,199, seguido de teste 

Bonferroni, p<0,025, Figura 20) e aumentando em rainhas (ANOVA, F=5,9146, seguido de 

teste Bonferroni, p<0,05, Figura 20). O efeito parece ser inverso em indivíduos adultos, onde 

Op7d tratadas com 0,5 µg de dsVg tiveram aumento na concentração das proteínas circulantes 

comparadas ao controle (ANOVA, F=6,4103, seguido de teste Bonferroni, p<0,0025, Figura 

20) e, em rainhas, verificou-se uma diminuição das proteínas circulantes nos indivíduos 

tratados, porém não houve diferença significante (ANOVA, F=2,6293, p=0,0998, Figura 20). 
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Figura 20 – Quantificação das proteínas circulantes em OpL5S2, RL5S2, Op7d e RRN sem 
tratamento e tratadas com 0,5 µg de dsVg ou de dsGFP. Os limites superior e inferior das 
caixas em cinza correspondem ao desvio padrão e o traço transversal no seu interior 
representa a média aritmética. As linhas verticais representam os valores máximo e mínimo. 
Círculos fora das caixas representam amostras discrepantes (outliers). Letras diferentes sobre 
as barras indicam diferenças estatisticamente significantes (para dados de estatística, ver 
texto). 
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4.13 – Peso de rainhas e operárias que ingeriram 0,5 µg de dsVg e seus controles 

 

 Indivíduos sem tratamento e tratados com 0,5 µg de dsVg ou de dsGFP foram pesados 

nos estágios OpL5S2, RL5S2, OpRN e RRN. As operárias adultas tiveram seu peso analisado 

ao nascer. O tratamento com dsRNA alterou o peso das OpL5S2 (ANOVA, F=9,3428, 

seguido de teste Bonferroni, p<0,0025, Figura 21), não havendo diferenças significantes nas 

RL5S2 (ANOVA, F=0,966, p=0,5993, Figura 21), OpRN (ANOVA, F=1,074, p=0,3479, 

Figura 21) e RRN (ANOVA, F=0,2046, p=0,8183, Figura 21). 
 

 
 

Figura 21 – Peso em OpL5S2, RL5S2, OpRN e RRN sem tratamento e tratadas com 0,5 µg 
de dsVg ou de dsGFP. Os limites superior e inferior das caixas em cinza correspondem ao 
desvio padrão e o traço transversal no seu interior representa a média aritmética. As linhas 
verticais representam os valores máximo e mínimo. Círculos fora das caixas representam 
amostras discrepantes (outliers). Letras diferentes sobre as barras indicam diferenças 
estatisticamente significativas (para dados de estatística, ver texto). 
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4.14 – Quantificação do hormônio juvenil em L5S2 de rainhas e operárias que ingeriram 

0,5 µg de dsVg ou de dsGFP 

 

 Os títulos de hormônio juvenil circulantes na hemolinfa de juvenil de RL5S2 e 

OpL5S2 sem tratamento e que ingeriram 0,5 µg de dsVg ou de dsGFP foram quantificados 

(em pg/µL). A quantificação para OpL5S2 sem tratamento apresentou valores questionáveis 

(Tabela VI) quando comparados aos dados de Rachinsky et al. (1990, mensurados em 

pmol/mL) e, portanto, foram desconsiderados. Em rainhas, o título de hormônio juvenil, nesta 

fase, é aproximadamente 7 vezes maior do que o de operárias (Rachinsky et al., 1990). Os 

níveis de hormônio mantiveram-se equivalentes em RL5S2 sem tratamento e tratadas com 

dsVg. Por outro lado, aumentaram em OpL5S2 tratadas com 0,5 µg de dsVg, atingindo níveis 

comparáveis aos de rainhas sem tratamento. O efeito de dsGFP sobre o título de hormônio 

juvenil foi inverso, diminuindo sua concentração em RL5S2 e aumentando em OpL5S2, 

valores estes semelhantes. Os dados encontram-se organizados na Tabela VI. 

 

Tabela VI – Títulos de hormônio juvenil circulante na hemolinfa (± desvio padrão) de 
RL5S2 e OpL5S2 sem tratamento e que ingeriram 0,5 µg de dsVg ou de dsGFP, 
comparado aos dados da literatura. 
 

 RL5S2 OpL5S2 

Rachinsky et al. (1990) 114,8 ± 21,0 pmol/mL 16,8 ± 2,8 pmol/mL 

Sem tratamento 131,6 ± 22,7 pg/µL (n=4) 130,1 pg/µL (n=2) 

dsVg 0,5 µg 130,4 ± 38,4 pg/µL (n=4) 101,7 ± 2,4 pg/µL (n=4) 

dsGFP 0,5 µg 89,7 pg/µL (n=2) 84,4 ± 18,1 pg/µL (n=4) 
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4.15 – Morfologia dos apêndices de Op7d que ingeriram 0,5 µg de dsVg na fase larval e 

seus controles 

 

 A asa mesotorácica e o último par de pernas, ambas do lado direito, de Op7d sem 

tratamento e tratadas com 0,5 µg de dsVg ou de dsGFP foram comparadas com as mesmas 

estruturas de RRN. Os tratamentos não induziram mudanças nas estruturas analisadas, onde 

asas e pernas de operárias sem tratamento e tratadas permaneceram com características  

típicas dessa casta (Figura 22). 

 

Figura 22 – Comparação da morfologia da asa mesotorácica (A) e do último par de pernas 
(B) entre RRN (controle, n=10) e Op7d sem tratamento (n=16) e tratadas com 0,5 µg de dsVg 
(n=13) ou de dsGFP (n=17). 
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4.16 – Morfologia dos ovários de OpRN que ingeriram 0,5 µg de dsVg na fase larval e 

seus controles 

 

 Ovários de OpRN sem tratamento (n=7) e tratadas com 0,5 µg de dsVg (n=7) ou de 

dsGFP (n=7) foram comparadas com os de RRN (n=7). Como pode ser observado na Figura 

23, o padrão esperado para o desenvolvimento ovariano em ambas as castas não é alterado 

pelos tratamentos.  

 

 

 

Figura 23 – Ovários. A – Representação da morfologia de ovários de OpRN e RRN. B – 
Ovários de OpRN sem tratamento (Controle) e de OpRN tratadas com 0,5 µg de dsVg ou de 
dsGFP. C – Ovário de RRN. 
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5 – DISCUSSÃO 

  

Em A. mellifera, questões relativas ao comportamento social, haplodiploidia, 

determinação de castas, longevidade, aprendizagem e memória, despertam o interesse 

científico há anos. A complexidade e particularidades desses atributos nessas abelhas, se 

comparadas a outros insetos e organismos, sugerem múltiplos níveis de seleção natural 

(Gadau et al., 2000; Page e Erber, 2002), que incluem, naturalmente, seus genes. 

Muitos dos genes isolados em A. mellifera apresentam ortólogos em outros 

organismos que, embora conservados em seqüências de nucleotídeos, nem sempre exercem 

funções previamente descritas (Beye et al., 2002). O gene codificador de vitelogenina é um 

exemplo em que a seleção atuou para o ganho de funções, em abelhas. Diferente do que 

ocorre em outros invertebrados estudados, esse gene adquiriu funções não-vitelogênicas em A. 

mellifera (Trenczek e Engels, 1986; Trenczek et al., 1989; Chen et al., 1997; Sappington e 

Raikhel, 1998; Falchuk, 1998; Amdam e Omholt, 2002; Amdam e Omholt, 2003a; Amdam et 

al., 2003b; Amdam et al., 2003c; Piulachs et al., 2003; Amdam et al., 2004a; Amdam et al., 

2004b; Guidugli et al., 2005a; Brandt et al., 2005; Amdam et al., 2005; Seehuus et al., 2006; 

Amdam et al., 2006a; Amdam et al., 2006b; Nelson et al., 2007, Corona et al., 2007).  

 Em função de suas características reprodutivas, as abelhas sociais não constituem um 

organismo modelo para manipulação genética, dificultando a definição de funções para seus 

genes. Experimentos com silenciamento, via injeção de dsRNA em embriões pré-

blastodérmicos ou em adultos, têm sido, por isto, amplamente utilizados. Por meio dessa 

ferramenta foi possível identificar outras funções para vitelogenina, em operárias de A. 

mellifera, diferentes daquelas tradicionalmente descritas. 
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No presente trabalho, investimos na compreensão dos efeitos do silenciamento pós-

transcricional, mediado por dsRNA específico do gene codificador de vitelogenina, durante o 

desenvolvimento pós-embrionário de rainhas e operárias de A. mellifera. 

Diversos autores atribuem ao estresse provocado pela manipulação, confinamento ou a 

outros fatores exógenos, as modificações observadas na expressão gênica, nos títulos 

hormonais, no comportamento e até mesmo na longevidade de A. mellifera (Harris e 

Woodring, 1992; Bitondi et al., 1994; Bitondi e Simões, 1996; Pinto et al., 2002; Pankiw e 

Page, 2003; Sullivan et al., 2000; Sullivan et al., 2003; Lin et al., 2004; Aronstein e Saldivar, 

2005; Aronstein et al., 2006; Seehuus et al., 2006; Barron et al., 2007; Maleszka et al., 2007). 

Observações semelhantes foram descritas para Rhodnius prolixus (Araujo et al., 2006), 

Haemonchus contortus (Geldhof et al., 2006), Aedes aegypti (Isoe et al., 2007) e Dermacentor 

variabilis (Mitchell III et al., 2007). 

Em A. mellifera, experimentos de silenciamento por meio da ingestão de dsRNA 

oferecido na dieta de L2, mantidas em laboratório, foram bem sucedidos (Aronstein et al., 

2006; Patel et al., 2007). Ainda que esses autores tenham otimizado as condições de 

temperatura e umidade, tenham oferecido dieta qualitativa e quantitativamente controlada, 

isso apenas mimetizou o que ocorre na colônia e, assim, os efeitos colaterais não podem ser 

mensurados adequadamente. Por essa razão, na tentativa de minimizar os efeitos indesejados, 

desenvolvemos um método não-invasivo, com a preocupação de manter as condições naturais 

para o desenvolvimento, ou seja, as larvas foram tratadas e mantidas na própria colônia. 

Optamos pelo tratamento das larvas com 0,5 µg de dsRNA, o que, ainda, pode 

representar uma overdose para as dimensões de L2 se compararmos o seu tamanho ao das 

operárias adultas, que tiveram os níveis de vitelogenina diminuídos quando receberam, via 

injeção intra-abdominal, 10 vezes (Amdam et al., 2003b; Guidugli et al., 2005) ou 20 vezes 

(Amdam et al., 2006a; Nelson et al., 2007; Amdam et al., 2007) essa dose. Aronstein et al. 
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(2006) ofereceram 1,3 µg de dsRNA do gene Toll-related receptor (Am18w) na dieta de L2 

de A. mellifera, diminuindo em 3,3 vezes a expressão desse gene nos indivíduos tratados. 

Com 0,5 µg de dsVg, obtivemos redução de 4 vezes na abundância de mRNA de vitelogenina, 

nas larvas de operárias avaliadas em L3, que foram tratadas em L2.  

A aceitação das larvas, cujo alimento continha dsRNA, foi avaliada 24h após o 

tratamento, para cálculo da taxa de remoção. Esse foi um bom parâmetro para constatar a 

percepção imediata das operárias à presença deste material exógeno. A remoção da cria é 

maior quando as doses de 3,0 e 5,0 µg de dsRNA são administradas. Nesse caso, os 

indivíduos não atingem a fase de operculação, que corresponde à fase de tecelagem do casulo. 

Abelhas melíferas detectam, com eficiência, crias mortas, doentes, danificadas ou parasitadas, 

principalmente, por sensilas olfatórias localizadas nas antenas (Rothenbuhler, 1964; Free e 

Winder, 1983; Visscher, 1983; Gramacho e Spivak, 2003; Goode et al., 2006). Patel et al. 

(2007) discutem que, independente do tratamento, há massiva rejeição de larvas tratadas até o 

terceiro estágio. Não foi nosso objetivo averiguar se tal remoção é causada por intoxicação 

e/ou morte de larvas tratadas ou, simplesmente, um sinal da vigilância das operárias às 

mínimas perturbações, o que funcionaria como um “controle interno de qualidade da colônia” 

para manutenção do vigor e da ordem. 

A distância entre as células de cria que recebem o tratamento com 0,5 µg de dsRNA 

foi decisivo para obtenção de um número satisfatório de amostras, o que não vinha ocorrendo 

quando outras doses de dsVg ou de dsGFP (3,0 ou 5,0 µg) foram oferecidas na dieta das 

larvas, dada a remoção pelas operárias. Entre 77-84% das larvas permanecem no favo 24 h 

após o tratamento com doses de 0,5 µg de dsRNA. Por mais que o tratamento com 0,5 µg de 

dsRNA provoque alterações nas larvas de operárias, essas foram, em sua maioria, 

imperceptíveis. 
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Diante dos índices de operculação, de 60% das larvas tratadas com 0,5 µg de dsRNA e 

de até 85% nos controles (sem tratamento e tratados apenas com água), concluímos que a 

dose adotada nesse trabalho (0,5 µg de dsRNA) não é, por si só, responsável pela perda de 

indivíduos. A não-operculação das células de cria pode indicar questões de controle 

demográfico, restrição de recursos alimentares ou fatores desconhecidos pelo experimentador. 

Concluímos que o tratamento não-invasivo sob condições naturais é viável. 

Tentativas anteriores, em nosso laboratório, de silenciamento pós-transcricional do 

gene codificador de vitelogenina, administrando-se injeções de 5 a 20 µg de dsVg, em rainhas 

adultas, não obtiveram êxito. Nesse trabalho, observamos alta mortalidade das larvas que 

ingeriram 5,0 µg de dsVg ou de dsGFP e foram mantidas em realeiras artificiais dentro da 

colônia. Estas larvas não atingem a fase adulta. 

Em um segundo protocolo experimental, in vitro, para produção de rainhas, 

oferecemos doses menores (0,5 ou 3,0 µg) de dsRNA. Observando-se a curva de mortalidade 

verificamos que larvas tratadas e controles sem tratamento não responderam positivamente às 

condições testadas, desenvolvendo-se, no máximo, por seis dias após o ensaio. Concluímos 

que as condições de temperatura, umidade e/ou alimentação (geléia real) testadas em 

laboratório não foram adequadas para o desenvolvimento de rainhas até a metamorfose. A 

dificuldade na produção de rainhas in vitro pode ser explicada por propriedades físico-

químicas da geléia real. Devido ao seu alto conteúdo de proteínas e lipídios, a geléia real 

torna-se rapidamente viscosa quando estocada, dificultando a alimentação das larvas por um 

longo período de tempo (Sasaki et al., 1987). Em condições naturais, as operárias nutridoras 

visitam as realeiras com freqüência para reposição de geléia real (Beetsma, 1985). Outros 

autores ofereceram geléia real diluída para produção de rainhas in vitro (Patel et al., 2007). 

No entanto, temos em mente que esse procedimento pode resultar inter-castas, tornando os 

resultados mais difíceis de serem analisados. 
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Nossos resultados indicaram que as doses de 0,5 µg de dsVg ou de dsGFP não 

aumentam a mortalidade das larvas de rainhas, comparativamente àquelas que não receberam 

tratamento. No entanto, a dose de 3,0 µg de dsVg ou de dsGFP influenciou no tempo de 

sobrevivência das mesmas. 

Tanto em indivíduos sem tratamento quanto nos tratados, observamos mortalidade 

acentuada no segundo e terceiro dias após o ensaio, que corresponde ao intervalo de tempo 

entre os estágios L4 (larva de quarto estágio) e L5F1 (larva de quinto estágio, em fase inicial 

de alimentação). Diversos autores observam diferenças marcantes nos títulos de hormônio 

juvenil entre rainhas e operárias, neste período, que corresponde à janela fisiológica temporal 

em que larvas de operárias desenvolvem características de rainha em resposta à aplicação 

tópica de hormônio juvenil (Wirtz e Beetsma, 1972; Wirtz, 1973; Rembold et al., 1974; 

Asencot e Lensky, 1976; Copijn et al., 1979; Dietz et al., 1979; Rachinsky e Engels, 1995). 

Nossos experimentos confirmam que L4 é um período crítico da diferenciação de 

castas e que, sob condições não-ideais, a programação genética para o desenvolvimento de 

rainhas é alterada, comprometendo a sobrevivência das larvas, principalmente, quando se 

administra substâncias exógenas em altas doses. Recentemente, Barchuk et al. (2007) 

observaram que L4 é o estágio larval em que se encontra o maior número de genes 

diferencialmente expressos em rainhas e operárias. Estes autores encontraram 62 genes super-

expressos em L4 de operárias contra 105 genes super-expressos em L4 de rainhas, esses 

últimos com funções moleculares associadas à localização celular, à proteínas que se 

complexam a outras proteínas e a ácidos nucléicos, à fatores de transcrição, à hidrolases e à 

oxidoredutases. Acreditamos que, sob condições não-adequadas ou não-naturais, haja o 

comprometimento de processos biológicos relacionados a estas funções, com importantes 

implicações, senão vitais, sobre o desenvolvimento normal das rainhas. 
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Neste trabalho as rainhas foram produzidas em realeiras artificiais e mantidas nas 

colônias, quando foram oferecidos 0,5 µg de dsVg ou de dsGFP, considerando que esta dose 

não diminuiu o tempo de sobrevivência de larvas de rainhas mantidas em estufa. Mesmo 

alguns indivíduos sem tratamento não completaram o desenvolvimento, sendo removidos 

pelas operárias antes mesmo da operculação das realeiras. Essas condições se agravam nos 

indivíduos tratados com 0,5 µg de dsRNA, quando o índice de operculação não ultrapassou 

30%. Não sabemos quanto dessa remoção é conseqüência de intoxicação e/ou morte de larvas 

tratadas ou se, simplesmente, deve-se a um “controle interno de qualidade da colônia”. 

Devem, também, ser considerados: o número de rainhas que uma colônia aceita produzir, as 

condições climáticas e demográficas, a oferta de alimento e o efeito do experimentador. 

Visscher (1983) estimou que até 2% das operárias de uma colônia desempenham 

comportamento necrofórico, postulando que o reconhecimento da cria “anormal” se daria por 

sinais químicos. É possível que perturbações fisiológicas sejam causadas por substâncias 

exógenas, refletindo num aumento da síntese protéica em RL5S2 (conforme item 4.12) e que 

funcionaria como sinal percebido pelas operárias. Ou ainda, diferentemente do que 

costumamos notar para operárias, as rainhas em desenvolvimento não apresentam plasticidade 

suficiente para se adaptarem à condições de manipulação in vitro e administração de 

substências exógenas. 

Para RL5S2, indivíduos sem tratamento e tratados com 0,5 µg de dsVg ou de dsGFP 

não apresentaram diferenças significantes no peso médio entre os grupos, que se encontram 

dentro da faixa de peso esperada para fase de tecelagem de casulo (77,8-379,4 mg) descrita 

por Nunes-Silva et al. (2006).  Concluímos que, em rainhas, o tratamento com 0,5 µg de 

dsRNA não causou atraso no desenvolvimento. 

Juntos, os dados sugerem que os transcritos para o gene codificador de vitelogenina, 

quando apenas parcialmente deprimidos pelo tratamento em RL5S2 (conforme item 4.11), 
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permitiriam o desenvolvimento até a fase adulta, enquanto que, um provável silenciamento 

desse gene, próximo a 100%, inviabilizaria a metamorfose (como discutido anteriormente), o 

que indica um papel vital da vitelogenina no desenvolvimento de rainhas. 

No que diz respeito às discrepâncias observadas no desenvolvimento de operárias, 

essas devem ser consideradas em dois momentos, antes e depois da metamorfose. 

Como esperado as larvas de OpL5S1, sem tratamento, apresentaram células de cria 

operculadas, enquanto aquelas que receberam tratamento apresentavam tamanho corporal 

menor e células de cria não-operculadas. Porém, em todas as coletas realizadas 209 h após a 

postura (no estágio de interesse, OpL5S2), as células de cria de larvas sem tratamento e 

tratadas encontravam-se operculadas. O peso de OpL5S2 tratadas é estatisticamente menor do 

que o das sem tratamento (conforme item 4.13). Aparentemente, é possível sugerir que o 

tratamento possa atrasar o desenvolvimento das larvas. Ainda, em OpL5S2, o silenciamento 

do gene codificador de vitelogenina foi eficiente, em que larvas tratadas com 0,5 µg de dsVg 

apresentaram expressão de transcritos de vitelogenina comparáveis à fase OpL5S1 (conforme 

Figura 17) que, por sua vez, apresentou os menores níveis de expressão desse gene nas 

amostras analisadas no presente trabalho. 

Esse achado nos ajuda a compreender o atraso na operculação das células de cria, nas 

larvas de operárias tratadas. Feromônios encontrados na cutícula das larvas (brood 

pheromone) são ésteres de ácidos graxos capazes de controlar tarefas das operárias como 

alimentação e operculação das células de cria (Le Conte et al., 1990; 1994; 1995). 

Provavelmente, larvas com atraso no desenvolvimento, causado pela administração de 

dsRNA, somente liberam sinais químicos para operculação horas mais tarde. 

Cristino et al. (2006) identificaram um maior número de elementos cis-regulatórios 

compartilhados na região promotora dos genes diferencialmente expressos em larvas de 

operárias do que dos genes diferencialmente expressos em rainhas. Barchuk et al. (2007) 
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construíram redes de expressão gênica a partir de genes diferencialmente expressos em 

diferentes estágios larvais de rainhas versus de operárias, as quais foram mais densas e 

interconectadas em operárias. É sensato pensar que, o tratamento com doses de dsRNA tanto 

de um gene exógeno (como é o GFP) quanto de genes codificadores proteínas importantes 

(como a vitelogenina) representam, naturalmente, um “corpo estranho” para larvas, que 

provocam respostas mais pronunciadas em operárias, dada a complexidade de suas redes 

regulatórias, e podem afetar genes que desencadeiam alterações, sobretudo morfológicas. 

Ainda neste contexto, sugerimos que redes regulatórias mais amplas favoreçam a adaptação 

das operárias aos efeitos colaterais do tratamento. Já para rainhas, a adaptação aos efeitos 

colaterais parece limitada e, considerando-se que suas redes gênicas são simplificadas, a 

alteração de um ou poucos genes pode comprometer o desenvolvimento e sobrevivência. 

Particularidades à parte, as variações em tamanho e peso nas amostras de larvas, 

analisadas individualmente, em ambas as castas, sugerem que a via de insulina, a principal 

responsável na regulação do crescimento em resposta ao status nutricional (Oldham e Hafen, 

2003; Colombani et al., 2003) foi afetada e aventar, assim, a hipótese de que outros genes que 

participam dessa via também tenham sido alterados e, finalmente, o próprio hormônio juvenil. 

 Com o silenciamento de transcritos de vitelogenina houve um aumento dos títulos de 

hormônio juvenil em OpL5S2 tratadas com 0,5 µg de dsVg. Esse resultado corrobora nossa 

hipótese de que o gene codificador de vitelogenina esteja, de maneira ainda desconhecida, 

associado aos eventos de determinação e/ou diferenciação das castas, uma vez que, seu 

silenciamento parcial já provoque um aumento dos títulos hormonais que atinge níveis 

próximos aos observados em larvas de rainhas. Essa evidência nos leva a crer que o cenário 

“duplo repressor”, que propõem um feedback regulatório entre os títulos de vitelogenina e de 

hormônio juvenil  na fase adulta de operárias (Amdam e Omholt, 2003a), também é 

observado na fase larval desta casta. 
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Na data esperada para emergência de operárias adultas, foram encontradas pupas nas 

fases de Pbl a Pbd, tanto no grupo sem tratamento quanto nos tratados, nas mesmas 

proporções, o que excedeu a variação de 6 h decorrntes das posturas controladas. Para rainhas, 

foram encontradas, na data de emergência de adultos, apenas pupas Pbd, fato este, dentro da 

margem de variação de 6 h. 

Diferenças na maturidade das operárias, também ocorridas no grupo sem tratamento, 

não resultaram do tratamento com dsRNA, mas da variação temporal de 6 h da postura 

controlada somada a diversidade genética intra-populacional. Uma vez que as larvas 

atravessam a barreira da metamorfose, certamente já se adaptaram ou eliminaram os 

distúrbios fisiológicos provocados pelo tratamento e seguem o desenvolvimento a bom termo. 

Tem sido considerado que a seleção natural que opera sobre os insetos sociais 

favorece a variabilidade genotípica dos descendentes, por exemplo, aumentando a taxa de 

recombinação intra-cromossômica (para revisão, Wilfert et al., 2007). Em A. mellifera a taxa 

de recombinação é de 19 cM/Mb (centimorgans por megabase), com média de 5,7 eventos de 

recombinação por par de cromossomos, por meiose, sendo essa freqüência a mais alta até 

então descrita em genomas de animais (Beye et al., 2006). Somada à recombinação meiótica, 

a poliandria das rainhas gera altos níveis de diversidade genotípica nos descendentes, fazendo 

surgir subfamílias de operárias dentro da colônia, chamadas patrilíneas, gerando uma 

excepcional variabilidade intra-colônia, que resulta em variações fenotípicas, como as 

relacionadas à venação das asas, pigmentação, metabolismo de vôo, cuidado com a cria, 

extensão do ferrão e da probóscide, resistência aos parasitas e patógenos, coleta preferencial 

de néctar ou pólen ou água, entre outras características morfológicas e comportamentais 

relatadas na literatura (Kryger et al., 2000; Tarpy, 2003; Radloff et al., 2003; Palmer e 

Oldroyd, 2003; Lenoir et al., 2006; Chapman et al., 2007; Oldroyd e Thompson, 2007). Dessa 

forma, operárias de uma mesma colônia são genotipicamente divergentes e podem responder, 
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individualmente, às variações do ambiente. A introdução de rainhas de linhagem européia por 

apicultores no Estado de São Paulo ainda ocorrem (Soares, comunicação pessoal). Não se 

pode descartar a possibilidade de que alelos dessas linhagens, as quais possuem 

desenvolvimento mais longo, estejam presentes na população do apiário estudado. Variações 

no tempo de eclosão das larvas também podem ocorrer (Harbo et al., 1981; Collins, 2004). 

O uso do controle exógeno dsGFP representa uma simulação dos distúrbios 

ocasionados pela manipulação e tratamento com dsRNA. Este controle já foi usado em alguns 

trabalhos que envolvem silenciamento do gene codificador de vitelogenina em A. mellifera 

(Amdam et al., 2006a; Nelson et al., 2007; Patel et al., 2007; Amdam et al., 2007). Sabe-se 

que abelhas respondem ao estresse com mudanças, por exemplo, no sistema endócrino e 

comportamento. Uma simples injeção pode ser responsável por tais mudanças. 

 Uma vez que a interferência (RNAi) é mediada por reconhecimento de seqüência, 

fragmentos gerados pela degradação dos transcritos do gene alvo poderiam acessar outros 

alvos, que possuem similaridade de seqüência, conhecido por efeito off target (Elbashir et al., 

2001; Jackson et al., 2003; Scacheri et al., 2004; Qiu et al., 2005). A seqüência de gene 

codificador de GFP não é encontrada no genoma de abelhas e, assim, desconsideramos a 

possibilidade do dsGFP causar silenciamento inespecífico, sobretudo ao gene codificador de 

vitelogenina. 

Segundo Rual et al. (2007), o tamanho mínimo de similaridade entre o dsRNA com 

alvos específicos e/ou inespecíficos, capaz de desencadear silenciamento efetivo, varia de 30 

a 50 nucleotídeos. Assim, quando observamos diminuição da expressão do gene que codifica 

a vitelogenina, sobretudo em larvas de rainhas e operárias, concluímos que o dsGFP exerce 

efeito inibitório, pré-transcricional, e não silenciamento pós-transcricional desse gene ou, 

ainda, que possa estar sendo interpretado pelas abelhas como uma infecção viral que ativa a 

maquinaria de silenciamento, como ocorre em Drosophila (Zambon et al., 2006). Efeitos de 
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dsGFP foram notados no peso de OpL5S2 e, também, nos títulos de hormônio juvenil, na 

concentração de proteínas totais e na abundância de transcritos de vitelogenina na fase larval 

de rainhas (RL5S2) e operárias (OpL3, OpL5S2) tratadas com 0,5 µg dessa molécula.  

Procedemos análises adicionais que mostraram que o mRNA do gene codificador de 

vitelogenina se alinham entre 20-25 nt apenas com quatro genes preditos nessa abelha 

(números de acesso: GB19690, GB17139, GB18079, GB14196), todos sem ortólogos bem-

definidos. Outros alinhamentos, naturalmente, ocorrem, mas são menores que 20 nt. Isso 

indica que dificilmente o silenciamento via dsVg apresentaria efeito off target. 

 O tratamento com moléculas de dsVg, oferecido na dieta natural de L2, deprime a 

expressão do gene codificador de vitelogenina durante o desenvolvimento larval e nas formas 

adultas estudadas, de rainhas e operárias. Isso mostra que essas moléculas efetivamente 

atravessam o epitélio intestinal, circulam na hemolinfa e atingem os diversos tecidos, 

especialmente, o corpo gorduroso, onde a vitelogenina é sintetizada. Em insetos hematófagos, 

moléculas grandes como a imunoglobulina G, oriunda do sangue dos hospedeiros, atravessam 

o epitélio intestinal, sem causar danos (Schlein et al., 1976; Ackerman et al., 1981; Hatfield, 

1988; Ramasamy et al., 1988; Lackie e Gavin, 1989; Ben-Yakir, 1989; Tracey-Patte et al., 

1987; Allingham et al., 1992). Em A. mellifera, foi relatado que a octopamina (3H-OA) 

ingerida por operárias recém-nascidas também atravessa a barreira intestinal (Dombroski et 

al., 2003), cai na hemolinfa e é incorporada no cérebro (Barron et al., 2007). 

Notamos que Op7d tratadas com dsGFP são defensivas e resistentes à anestesia em 

gelo, enquanto os controles e tratados com dsVg foram mais facilmente manipuladas para 

extração de hemolinfa. Op7d tratadas com dsVg liberaram menos hemolinfa nas incisões 

abdominais do que os demais grupos (sem tratamento e dsGFP). São dados adicionais, apenas 

de observação que, no entanto, podem ser considerados para o planejamento de outros 

trabalhos. 
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É preciso salientar que os efeitos do método RNAi variam entre os experimentos e 

indivíduos, que vão do silenciamento completo do gene alvo até nenhum efeito (Geldhof et 

al., 2006; presente trabalho). Para minimizar os efeitos inconsistentes são requeridas altas 

doses de dsRNA que podem, no entanto, promover efeitos off target (Boisson et al., 2006). 

Com relação à eficiência de silenciamento, alguns autores consideram que a ingestão é menos 

efetiva que a injeção de dsRNA (Hunter, 1999; Araujo et al., 2006). No caso da indução do 

silenciamento por ingestão, a desvantagem reside no fato de que cada abelha pode consumir 

quantidades diferentes de dsRNA, sendo a resposta menos ou mais acentuada entre os 

indivíduos (Barron et al., 2007; presente trabalho).  Por mais que essas moléculas sejam 

capazes de atravessar o intestino, não se pode garantir que todas o fazem. As vantagens do 

silenciamento via ingestão de dsRNA residem em evitar a manipulação e o estresse 

(Aronstein et al., 2006; presente trabalho), na facilidade do tratamento de um maior número 

de amostras em menor tempo (Barron et al., 2007; presente trabalho) e no uso de quantidades 

menores de dsRNA para indução do silenciamento (Pal et al., 2004; presente trabalho). 

O dsVg silenciou parcialmente o gene de vitelogenina em todos os casos estudados, 

exceto em OpRN. Nessa fase, a expressão do gene codificador de vitelogenina é baixa, 

comparando-se à RRN e Op7d. Uma vez que a maquinaria de transcrição para esse gene é 

basal em OpRN, o sistema de silenciamento permaneceu “em silêncio”. Uma vez que há 

abundância de transcrição de vitelogenina, como observado em RRN e Op7d, o sistema de 

silenciamento torna-se novamente competente, degradando os transcritos desse gene. 

Para RL5S2, observamos que o tratamento com dsVg 0,5 µg reduz a expressão média 

de vitelogenina em 70% comparando-se aos controles. No entanto, ao sacrificar as rainhas 

nessas fases (para análise), fica a pergunta por quanto tempo sobreviveriam dada mortalidade 

observada na transição larva-pupa e alta remoção (dada a não-operculação das realeiras). O 

número amostras de rainhas tratadas que atingiram a fase adulta é pequeno, comparando-se às 
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operárias. A redução de mRNA de vitelogenina nessas poucas amostras de RRN é 

significativa, e esse trabalho representa a primeira iniciativa, com sucesso, do silenciamento 

desse gene nessa casta. Mesmo significativa, observamos que a redução na vitelogenina na 

fase adulta de rainhas não inviabilizou o desenvolvimento de ovários (dados não-

apresentados). Patel et al. (2007) mostraram que o silenciamento do gene da via insulínica 

AmTOR (A. mellifera Target of Rapamycin), em larvas de rainhas, induz o desenvolvimento 

de corbículas, estruturas típicas de operárias para coleta de pólen. 

De acordo com os procedimentos experimentais adotados nesse trabalho para análise 

qualitativa do perfil total de proteínas circulantes na hemolinfa, Op7d e RRN foram as únicas 

fases em que se observou, com clareza, a presença da vitelogenina nos géis de poliacrilamida. 

A variabilidade da expressão de proteínas de vitelogenina nas amostras controle era esperada 

(veja, Bitondi et al., 1994; Bitondi e Simões, 1996; Amdam et al., 2003b). Concluímos que a 

maquinaria de tradução em RRN é altamente eficiente, uma vez que, mesmo com redução 

significante de transcritos, a abundância de sua proteína (que sob condições normais pode 

chegar a 70% do total de proteínas da hemolinfa segundo Engels, 1972, 1974) nos indivíduos 

tratados não difere dos controles, justificando a importância da vitelogenina para a ovogênese. 

Com relação à quantificação total de proteínas, larvas de rainhas e operárias 

responderam inversamente ao tratamento. Enquanto OpL5S2 tratadas têm generalizada 

diminuição de síntese protéica, RL5S2 apresentaram aumento. Essas respostas diferenciais ao 

tratamento podem ser explicadas pela regulação de genes e complexidade de redes 

regulatórias casta-específicas (Cristino et al., 2006; Barchuk et al., 2007). 

A concentração total de proteína em OpL5S2 tratadas é equivalente à de RL5S2 sem 

tratamento. Curiosamente, a concentração total de proteínas de RL5S2 tratadas, aumenta, 

comparáveis às OpL5S2 controle. É prematuro dizer que houve uma inversão de papéis das 

castas (rainha tornando-se operária e operária tornando-se rainha) devido à indução de 
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silenciamento de vitelogenina, porém, os resultados intrigam. Essa inversão de papéis foi 

experimentalmente induzida por transferências recíprocas de larvas de rainhas e operárias de 

A. mellifera para ambientes nutricionais umas das outras, com posterior retorno às dietas 

originais (Weaver, 1957). Recentemente, Wheeler et al. (2006) mostraram, também por 

transferência recíproca, que algumas proteínas da via de insulina respondem de forma casta-

específica às mudanças nutricionais. 

Os títulos de hormônio juvenil em RL5S2 não se alteram em resposta ao tratamento 

com dsVg. Já em OpL5S2 tratadas, os títulos de hormônio juvenil são comparáveis aos de 

RL5S2. Outra evidência, é que a expressão de vitelogenina em OpL5S2 tratadas equivale não 

somente à de OpL5S1 (como já discutido), mas também à de RL5S2 sem tratamento, o que 

sugere que o silenciamento do gene codificador de vitelogenina em operárias, desencadeia 

respostas típicas de rainhas, nesse caso o perfil de transcrição do gene alvo. Juntos, os dados 

sugerem, mais uma vez, que o silenciamento do gene codificador de vitelogenina em larvas de 

operárias estimula o surgimento de um ambiente fisiológico típico de rainhas. 

Na fase adulta, esse cenário parece atenuado. Ao que parece, as operárias resgatam sua 

programação original, já que não se observa diferenças no desenvolvimento ovariano, nas 

asas mesotorácicas e no terceiro par de pernas. Estas estruturas, em rainhas adultas, são 

maiores. Ainda, as Op7d têm corbícula, uma característica associada ao comportamento de 

forrageamento de pólen em operárias. Em resposta ao silenciamento, Op7d tratadas têm 

concentração de protéinas superior aos de Op7d e RRN controles. Nessa fase, a vitelogenina 

corresponde a 30-40% do total de proteínas circulantes na hemolinfa (Fluri et al., 1982; 

Engels, 1974; Engels et al., 1990). Sugerimos que a carência de vitelogenina, nesta fase, é 

compensada pela expressão de outras proteínas, provavelmente não ligadas à rede de 

expressão da vitelogenina. Amdam et al. (2003b) induziram o silenciamento de vitelogenina, 

por RNAi, via injeção em embriões e o desenvolvimento prosseguiu até a fase adulta. A 
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respeito desse trabalho, dois pontos devem ser considerados: 1 – apenas 15% dos embriões 

injetados, que emergiram como adultos, apresentaram silenciamento parcial de vitelogenina e 

2 – os autores não analisaram caracteres morfológicos destes 15% de abelhas mencionadas. 

A regulação da expressão do gene codificador de vitelogenina pelo balanço dos títulos 

de hormônio juvenil e ecdisteróides circulantes na hemolinfa é conhecida (Barchuck et al., 

2002). Sabemos que a concentração da vitelogenina em rainhas adultas é alta (Engels, 1972, 

1974, Barchuk et al., 2002) e que operárias nutridoras produzem vitelogenina em abundância, 

sob baixos títulos de hormônio juvenil (Rutz et al., 1976). Porém, os títulos desta proteína no 

ciclo de vida de operárias adultas não são contínuos como nas rainhas (Fluri et al., 1982; 

Engels, 1974; Engels et al., 1990) e a aplicação de altas doses de hormônio juvenil inibe a 

síntese de vitelogenina nas nutridoras (Rutz et al., 1976, Pinto et al., 2000). A produção de 

vitelogenina em operárias nutridoras apresenta forte correlação com dieta rica em proteínas 

(pólen) e não com os níveis de hormônio juvenil (Bitondi et al., 1994; Bitondi e Simões, 

1996), da mesma forma que a síntese de vitelogenina em rainhas adultas não é dependente de 

hormônio juvenil (Engels e Ramamurty, 1976; Ramamurty e Engels, 1977; Engels et al., 

1990; revisados por Hartfelder e Engels, 1998). A participação dos ecdisteróides na síntese de 

vitelogenina não é descartada, ainda que estes hormônios provoquem um aumento 

generalizado de proteínas no corpo gorduroso, mas não especificamente a síntese dessa 

proteína (Engels et al., 1990). Sugere-se, ainda, que neurohormônios gonadotrópicos e 

neuropeptídeos sejam responsáveis pela sua produção em abelhas (Hermann, 1969; Feldlaufer 

et al., 1986; Kaatz, 1988; Kaatz e Dittrich, 1989; Engels et al., 1990; Robinson et al., 1991). 

A regulação da expressão e os padrões de síntese de vitelogenina são intrigantes e, 

ainda, um enigma. Por essas razões, investigamos outras fontes de controle da expressão 

gênica, analisando potenciais alvos de silenciamento pós-transcricional na região 3´UTR 

desse gene, analisando microRNAs. 
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MicroRNAs (miRNA) são pequenos RNAs endógenos não-codificadores, que variam 

de 18-25 nucleotídeos (nt) de extensão e que funcionam como importantes reguladores pós-

transcricionais da expressão gênica (Reinhart et al., 2000). Em animais, seu processamento se 

dá no núcleo, onde se expressam os longos precursores primários que sofrem ação da enzima 

RNase 3 Drosha e, então, são transportados para o citoplasma com aproximadamente 70nt, 

numa estrutura em alça. A enzima Dicer, que possui um domínio RNA helicase, cliva o 

fragmento de 70 para ~20nt (miRNA processado ou maduro). Esse pequeno fragmento se 

associa à micro-ribonucleoproteínas (miRNPs) que, quando se ligam parcialmente à região 

3´UTR, silenciam a expressão de mRNA alvos (Ambros, 2003). De 20 a 30% dos transcritos 

de mamíferos são alvos de microRNAs (Krek et al., 2005; Lewis et al., 2005; Stark et al., 

2005; Carthew, 2006), o que sugere que a expressão gênica regulada por RNAs é mais 

comum do que se imaginava (Mattick, 2001, 2004). 

Métodos computacionais têm sido desenvolvidos para predição de miRNAs e 

identificação de seus alvos. Tais métodos se baseiam em programação dinâmica para calcular 

o melhor pareamento entre os miRNAs candidatos com seus genes-alvo, em equações de 

termodinâmica para cálculo de valores de energia livre (∆G) capazes de garantir a formação 

de duplex RNA-RNA e, por fim, na teoria evolutiva que assume a conservação dessas 

moléculas ao longo da evolução das espécies (Enright et al., 2003), o que permite análises 

“cross-species”. 

 Encontramos nove microRNAs, descritos para A. mellifera e outros insetos, candidatos 

a exercerem o papel de reguladores de vitelogenina. No que diz respeito às variações de 

energia livre (∆G), a interação entre o microRNA bantam com a região 3´UTR do gene hid5, 

validada experimentalmente em D. melanogaster, ocorre a -17 kcal/mol (Brennecke et al., 

2003). Assim, consideramos significantes os pareamentos acima desse valor, utilizado como 

corte. Os nove pareamentos entre microRNAs e o alvo 3´UTR do gene codificador de 
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vitelogenina ocorreram entre -17,5 e -21,3 kcal/mol. Em estudos paralelos, utilizamos os 

programas miRanda (microRNA Target Scanning Algorith, versão 1.0b, Enright et al., 2003) e 

RNAHybrid para confrontar 25 microRNAs de A. mellifera (disponíveis na base de dados 

miRbase 7.1 em outubro de 2005) contra 1000 pb após o códon de parada de todos os 10.157 

genes preditos, a partir do genoma dessa abelha (Nunes et al., 2005a, 2006a). Encontramos 

que 90% das interações miRNA/mRNA ocorreram com ∆G≤ - 25Kcal/mol. Ao utilizarmos 

esse valor de corte, nenhum microRNA se alinhou à região 3´UTR do transcrito de 

vitelogenina. 

A vitelogenina possui uma região 3´UTR pequena, 56 nt, o que pressupõe um alvo 

estringente para ação de microRNAs. Podemos dizer que a síntese de vitelogenina não requer 

controle pós-trancricional via RNAs regulatórios? Não. Ao comparamos 1.650 seqüências de 

microRNAs (precursores e maduros) disponíveis no miRBase 6.0 (abril de 2005) contra 

11.244 cDNAs parciais (Open Reading frame Expressed Sequence Tags, ORESTES) de A. 

mellifera (Nunes et al., 2004), usando o algoritmo BLAST, identificamos nessas bibliotecas 99 

novos candidatos a microRNAs e uma tendência de expressão desses mais acentuada nas 

fases iniciais do desenvolvimento (embriões e larvas) do que em pupas e indivíduos adultos 

(Nunes et al., 2005b). Essas inferências, ainda preliminares, nos indicam que microRNAs, 

ainda desconhecidos em abelhas, podem regular a vitelogenina pós-trancricionalmente, 

sobretudo antes da metamorfose. Está aberto, portanto, um amplo e promissor caminho de 

investigações de microRNA como reguladores da expressão gênica e, baseando-se nos 

trabalhos de Sempere et al. (2002 e 2003) abrem-se perspectivas da associação dessas 

pequenas moléculas ao controle de processos fisiológicos modulados por ecdisteróides e 

hormônio juvenil, durante o desenvolvimento de A. mellifera. 

Dois elementos cis-regulatórios descritos por Cristino et al. (2006), sendo um 

frequentemente encontrado na região promotora de genes diferencialmente expressos em 
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larvas de rainhas e o outro na região promotora de genes diferencialmente expressos em 

larvas de operárias foram encontrados até 1000 pb antes do códon de início de tradução 

(ATG) do gene codificador de vitelogenina (Cristino, comunicação pessoal). Em humanos, 

quanto mais fatores de transcrição regulam a transcrição de um gene, mais microRNAs o 

regulam após a transcrição (Cui et al., 2007). Ao contrário, sugerimos que a vitelogenina 

obedeça a um mecanismo regulatório onde estão envolvem poucos microRNAs e poucos 

fatores de transcrição. Provavelmente os elementos cis-regulatórios presentes em seu 

promotor, requerem fatores de transcrição casta-específicos e a expressão desse gene deve 

ocorrer de forma independente nas larvas de rainhas e operárias. Essas informações reforçam 

que a complexidade de funções desempenhada pela vitelogenina no ciclo de vida de A. 

mellifera é acompanhada por uma regulação estringente na transcrição e na tradução. 

As vias de desenvolvimento em abelhas são ímpares entre os insetos. Por isso a 

necessidade de se investir em novas metodologias para refinar preciosas informações vindas 

de décadas. Inúmeros modelos têm sido propostos para compreensão das interações entre 

vitelogenina e hormônio juvenil (Amdam e Omholt, 2003a; Hunt et al., 2007; Page e Amdam, 

2007) em A. mellifera, sobretudo em adultos. 

Lipídios correspondem a aproximadamente 30-40% do peso seco de ovos de insetos. 

Ovócitos de insetos são capazes de sintetizar triacilgliceróis a partir de ácidos graxos, porém 

seqüestram lipoproteínas da hemolinfa, carreadoras de lipídios, como é o caso da vitelogenina 

e lipoforina. No entanto, na constituição de vitelogenina encontra-se de 8-15% de lipídios, 

logo, essa proteína contribui apenas com pequena quantidade da reserva energética dos ovos 

(para revisão, Ziegler e Van-Antwerpen, 2006). Em Manduca sexta, a vitelogenina 

seqüestrada contribui com apenas 5% da quantidade dos lipídios dos ovos (Kawooya e Law, 

1988). Rainhas virgens e operárias nutridoras, ambas não-poedeiras, produzem vitelogenina 

em abundância, porém, sem relação com sua captação pelos ovócitos (Engels, 1972, 1973; 
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Fluri et al. 1981, 1982, revisados por Hartfelder e Engels, 1998). Corona et al. (2007) 

mostraram que tanto o transcrito quanto a proteína de vitelogenina estão presentes na cabeça, 

no tórax e no abdomen de rainhas adultas. Estes autores destacam que apenas a proteína é 

muito abundante nos ovários. Segundo Engels (1973) um ovo recém-posto pesa 100 µg, dos 

quais 5-7 µg são vitelina. Essas informações mostram a importância da vitelogenina na 

reprodução, mas, também, deslocam seu papel para outros compartimentos e funções, de onde 

vêm nosso interesse em aprofundar os conhecimentos sobre a vitelogenina fora do contexto 

reprodutivo. 

A fase larval deve ser olhada com cautela. Na trilha dos estudos pós-genômicos, 

investigamos tendências funcionais de genes co-expressos ao longo da ontogênese, a partir de 

~5.000 etiquetas de cDNA (Nunes et al., 2004) de várias fases do ciclo de vida de operárias. 

Verificamos que a fase larval possui um perfil de expressão gênica particular, diferente das 

similaridades encontradas entre a fase embrionária e a transição pupa-adulto (Nunes et al., 

2006b). As discrepâncias da fase larval, frente aos demais estágios do desenvolvimento, 

somadas aos dados disponíveis na literatura sobre o comportamento da vitelogenina e do 

hormônio juvenil nessas abelhas, fazem do polifenismo, bem como das particularidades 

morfo-fisiológicas dessa etapa do desenvolvimento, um capítulo à parte. Nesse contexto, 

nossa sugestão é que tanto a regulação da expressão e as funções da vitelogenina sejam 

divergentes nas fases, larval e adulta, ou seja, contexto-dependentes. Porém, por mais que sua 

regulação ocorra de forma independente durante o desenvolvimento, os efeitos pleiotrópicos 

da vitelogenina sobre múltiplos processos fisiológicos parecem constantes em abelhas adultas 

(Nelson et al., 2007) e larvas (presente trabalho). 

Novos elementos provenientes do estudo de genes da via insulínica em larvas e 

adultos de A. mellifera (Wheeler et al., 2006; Barchuk et al., 2007; Patel et al., 2007; Corona 
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et al., 2007) vêm agregando informações importantes para o entendimento do 

desenvolvimento, longevidade e comportamento desse “super-organismo”. 

Em abelhas, faltam-nos informações moleculares na fase larval, sobre o papel do 

receptor de vitelogenina e do receptor de hormônio juvenil, da ação de outros neurohormônios 

(incluindo os ecdisteróides, hormônio protoracicotrópico_PTTH, ETH) e, finalmente, da 

expressão de alatostatinas, alatotropinas, genes do complexo Broad (E74, E75), 

macromoléculas que funcionam como sinais mediados pela nutrição diferencial. 

Nosso trabalho corrobora, via silenciamento gênico, a relação da vitelogenina com o 

hormônio juvenil relacionados à fisiologia e diferenciação de castas, mostrando, de forma 

indireta, ligação com a via de insulina e uma reprogramação genética após a metamorfose. As 

informações acrescentam elementos que podem enriquecer os modelos vigentes. 
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6 – CONCLUSÕES 

 

 Os dados do presente trabalho permite-nos concluir que: 

 

- o tratamento não-invasivo com a dose de 0,5 µg de RNAs de dupla fita oferecido na dieta de 

larvas de segundo estágio, mantidas em condições naturais, é viável; 

 

- a remoção da cria 24h após o tratamento e o índice de operculação são bons parâmetros para 

se avaliar o sucesso de experimentos dessa natureza; 

 

- o número de indivíduos coletados é maior sempre que se mantém certa distância entre as 

células de cria que recebem o tratamento com 0,5 µg de dsRNA; 

 

- doses de RNA de fita dupla (dsVg ou dsGFP) igual ou superior a 3 µg inviabilizam o 

desenvolvimento de rainhas e operárias de A. mellifera; 

 

- o quarto estágio larval é crítico para o desenvolvimento de rainhas de A. mellifera; 

 

- o tratamento com moléculas de dsVg, oferecido na dieta natural de L2, deprime a expressão 

do gene codificador de vitelogenina durante o desenvolvimento larval e nas formas adultas 

estudadas, de rainhas e operárias; 

 

- o silenciamento do gene codificador de vitelogenina em larvas de operárias está de alguma 

forma associado ao aumento dos títulos de hormônio juvenil, evidência esta que indica um 
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feedback regulatório (hipótese “duplo repressor”) também na fase larval, a propósito do que 

ocorre na fase adulta de operárias; 

 

 - o silenciamento do gene codificador de vitelogenina em larvas de operárias estimula o 

surgimento de um ambiente fisiológico típico de rainhas, porém, após a metamorfose, as 

operárias tratadas com dsVg resgatam sua programação genética original, quando se observa 

que caracteres morfológicos típicos desta casta ( ovários, as asas mesotorácicas e o terceiro 

par de pernas) não se alteram; 

 

- moléculas de dsGFP, quando ingeridas pelas larvas, exercem inibição pré-transcricional do 

gene codificador de vitelogenina e alterações fisiológicas são observáveis em larvas de 

rainhas e operárias; 

 

- a maquinaria de tradução para os mRNA de vitelogenina em rainhas adultas é altamente 

eficiente, uma vez que, mesmo com redução significante de transcritos, a abundância de sua 

proteína é alta; 

 

- que a regulação da expressão e as funções da vitelogenina sejam divergentes nas fases, 

larval e adulta, ou seja, contexto-dependentes, devendo atender a um mecanismo regulatório 

que envolvem poucos microRNAs e poucos fatores de transcrição, casta-específicos. 
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