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Resumo 
 

LOURENÇO, A.P. Genes codificadores dos peptídeos antimicrobianos e de outras 
proteínas envolvidas na resposta imune de Apis mellifera. 2007. 172 p. Tese de 
Doutorado – Departamento de Genética, Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2007. 
 
Os insetos desenvolveram um sistema imune eficiente contra parasitas e patógenos, que 
compreende a resposta celular e a humoral. Os mecanismos celulares envolvem a 
fagocitose e a encapsulação pelos hemócitos, enquanto que as respostas humorais 
incluem a ativação da Profenoloxidase, e a síntese pelo corpo gorduroso dos peptídeos 
antimicrobianos, que são liberados na hemolinfa. Duas vias de sinalização intracelular, 
Toll e Imd, controlam a expressão dos genes codificadores dos peptídeos 
antimicrobianos. A análise do Genoma da abelha Apis mellifera permitiu a identificação 
dos genes dessas vias. No entanto, pouco se conhece do mecanismo de resposta imune 
nessas abelhas. Desta maneira, nos propusemos analisar a transcrição de genes 
efetores da resposta imune (abaecina, hymenoptaecina, defensina, transferrina, 
profenoloxidase), assim como os genes integrantes das vias de sinalização, tais como os 
genes de reconhecimento de microorganismos (PGRP, GNBP) e ainda, os de sinalização 
(cactus, relish, dorsal 1-B). Avaliamos também possíveis proteínas implicadas na 
resposta imune, como as proteínas de estocagem Vitelogenina, Hexamerina 70a, 
Lipoforina I/II e Lipoforina III. Finalmente, analisamos o efeito da nutrição e do 
envelhecimento sobre a imunidade em abelhas. Para análise da expressão dos genes 
das vias de sinalização, as abelhas foram infectadas com bactérias Serratia marcescens 
ou Micrococcus luteus por injeção ou via alimentação. A infecção com esses 
microorganismos provocou a transcrição de peptídeos antimicrobianos e de transferrina 
em altas quantidades após 3 e 12 horas de tratamento, além da alteração na quantidade 
de transcritos de outros genes. O papel dos genes profenoloxidase e dorsal na imunidade, 
descritos como codificadores de importantes proteínas em outros insetos, foi avaliado 
através da metodologia de silenciamento gênico por RNA de interferência. Observamos a 
diminuição da transcrição do gene alvo, mostrando a eficiência da metodologia. No 
entanto, a simples injeção de um RNA de fita dupla foi capaz de ativar o sistema imune 
de abelhas. Este efeito contribuiu para a dificuldade de atribuição do papel da 
Profenoloxidase na imunidade de abelhas. Contudo, os resultados de silenciamento de 
dorsal e suas isoformas, nos levaram a considerar que dorsal 1-A ou dorsal 2 participam 
da via de sinalização intracelular para produção de peptídeos antimicrobianos, 
principalmente de defensina. Em relação às proteínas de estocagem, tanto a quantidade 
de transcritos quanto de proteínas diminui após infecção com bactérias, indicando que 
estas proteínas estão envolvidas de alguma forma no processo de imunidade em abelhas. 
Além disso, consumo de alimentos ricos em proteína aumentou os níveis de transcritos 
das proteínas de estocagem, o que muito provavelmente favorece a manutenção da 
capacidade de resposta imune de abelhas. O efeito do envelhecimento no declínio da 
imunidade foi analisado em abelhas nutridoras (novas) e forrageiras (velhas) de uma 
colônia típica. Além disso, foram utilizadas abelhas de uma colônia single-cohort, que 
eram de uma mesma idade, mas algumas eram nutridoras, enquanto outras eram 
forrageiras. Todas as abelhas, independentemente da idade ou comportamento, foram 
capazes de ativar o sistema imune após infecção pela bactéria S. marcescens. No 
entanto, as abelhas com o comportamento de forrageira, independentemente da idade, 
sempre foram mais susceptíveis a infecções que as nutridoras. Este fato se deve, muito 
provavelmente, às diferenças fisiológicas entre essas abelhas, que proporciona às 
nutridoras maior competência à sobrevivência. 
 
Palavras-chave: Apis mellifera. Peptídeos antimicrobianos. Proteínas envolvidas na 
resposta imune. Imunidade.  
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Abstract 
 

LOURENÇO, A.P. Genes encoding antimicrobial peptides and immune-related 
proteins in Apis mellifera. 2007. 172 pp. Ph.D. Thesis – Genetics Department, 
Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 
2007. 

 
Insects have developed an efficient immune system against parasites and pathogens, 
which is comprised of both cellular and humoral responses. The cellular mechanisms 
involve phagocytosis and encapsulation by hemocytes, whereas the humoral responses 
include activation of prophenoloxidase and synthesis of antimicrobial peptides by the fat 
body, which are released into the hemolymph. Two signaling pathways, Toll and Imd, 
control the expression of genes encoding antimicrobial peptides. Genome-wide analyses 
of the honey bee, Apis mellifera, have identified predicted genes for these signaling 
pathways. However, immune response mechanisms in honey bees were not yet in depth 
studied. We analyzed the transcription of effector genes (abaecin, hymenoptaecin, 
defensin, transferin, prophenoloxidase), as well as other immune genes, such as 
pathogen recognition genes (PGRP, GNBP) and signaling genes (cactus, relish, dorsal 1-
B). We also investigated the role of the storage proteins Vitellogenin, Hexamerin 70a, 
Lipophorin I/II and Lipophorin III in the honey bee immunity. Finally, we analyzed the 
effect of nutrition and aging on honey bee immunity. Gene expression of signaling 
pathway components was assessed in honey bees that had been infected with the 
bacteria Serratia marcescens or Micrococcus luteus through injection or oral challenge. 
Honey bees infected with these microorganisms had strong up-regulation of antimicrobial 
peptide genes and of transferin, and also other changes in transcript abundance after 3 
and 12 hours of challenge. The roles of prophenoloxidase and dorsal in the immune 
response, described as genes encoding important proteins in other insects, were also 
investigated. In this case we used RNA interference (RNAi) to silence the expression of 
these genes. RNAi efficiently silenced the target genes. However, injection of double-
stranded RNA in honey bees induced a reaction by the immune system. This made it 
difficult to determine the role of prophenoloxidase in honey bee immunity. Yet, silencing of 
dorsal and its isoforms led us to consider dorsal 1-A or dorsal 2 as members of the 
signaling pathways that produce antimicrobial peptides, especially defensin. The 
abundance of storage proteins transcripts and proteins was lower in infected bees than in 
controls, giving evidence that these proteins participate in the immune process in honey 
bees. Moreover, protein consumption caused up-regulation of genes encoding storage 
proteins, which may favor the maintenace of the immune response capacity. The effect of 
aging on decline in immunity was analyzed in (young) nurse bees and (old) foragers from 
normal free-flying colony. We also examined bees from a single-cohort colony, in which all 
individuals were at the same age; but some were nursing, while others were foraging. All 
the bees, independent of age or behavior, were able to activate the immune system after 
infection with S. marcescens. However, foragers, independent of age, were always more 
susceptible to infections than were nurse bees. This is probably due to physiological 
differences between bees, which confers to the nurses more competence to survivorship. 
 
Keywords: Apis mellifera. Antimicrobial peptides. Immune-related proteins. Immunity. 
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Organização de uma colônia de Apis mellifera 

As abelhas Apis mellifera vivem em colônias compostas de milhares de indivíduos 

e pertencem a um grupo altamente social dentre os Hymenoptera (Winston, 1987). As 

colônias de insetos sociais são estruturadas de modo a possuírem características 

marcantes, como a divisão de trabalho, a diferenciação de castas e a sobreposição de 

gerações. Em uma colônia de abelhas A. mellifera são encontrados três tipos de 

indivíduos: os zangões, a rainha e as operárias, os quais exercem papéis distintos nessa 

sociedade. Os zangões, que se desenvolvem a partir de ovos não fertilizados, são os 

machos aos quais compete somente a atividade reprodutiva de se acasalar com a rainha. 

Dentre as fêmeas, que se desenvolvem a partir de ovos fertilizados, existem duas castas: 

da rainha e das operárias. A rainha é a única fêmea fértil capaz de ser fecundada e, além 

da função reprodutiva, é capaz de manter a organização social da colônia utilizando-se 

de feromônios por ela sintetizados. Esse controle por sinais químicos, sobre a colônia, 

também influencia na fisiologia das operárias fazendo com que permaneçam estéreis.  

Em insetos sociais, o comportamento de cada indivíduo foi selecionado para 

promover o crescimento e a reprodução da colônia (Wilson, 1971). A divisão de trabalho 

em operárias A. mellifera está intimamente relacionada com as diferentes características 

morfológicas, fisiológicas e comportamentais de cada casta, típicas de idades específicas, 

em um processo denominado polietismo etário. As operárias geralmente realizam nas 

duas a três primeiras semanas de vida adulta atividades dentro da colônia como cuidar 

da cria, estocar a comida, e fazer a manutenção da colônia, e então, nas últimas 

semanas de sua vida, fazem a defesa da colônia e forrageiam (Winston, 1987). Apesar 

deste padrão bem estabelecido, a idade da realização de cada tarefa específica é 

extremamente flexível, e as abelhas podem acelerar, atrasar ou reverter esse padrão de 

comportamento (Robinson, 1992). A transição do comportamento de dentro da colônia 

para o de forrageamento é acompanhada por mudanças na dieta (Crailsheim et al., 1992), 

pela redução da quantidade de lipídeos (Toth & Robinson, 2005), e pela redução de 

proteínas da hemolinfa (Crailsheim, 1986). O início do forrageamento também está 
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associado com aumento do hormônio juvenil (HJ) (Fluri et al., 1982), o que provoca a 

inibição da síntese de Vitelogenina (Pinto et al., 2000). Além disso, o forrageamento em 

abelhas pode ser ocasionado pela quantidade reduzida do estoque de nutrientes internos 

(Schulz et al., 1998; Nelson et al., 2007). A informação da quantidade dos nutrientes 

internos é interpretada pela via de sinalização da insulina, que está associada com o 

envelhecimento e o encurtamento da vida não só em A. mellifera (Corona et al., 2007), 

como também em Drosophila melanogaster e Caenorhabditis elegans (Finch & Ruvkun, 

2001; Nijhout et al., 2003). 

Devido às características peculiares de sua história de vida, os insetos sociais são 

um excelente sistema para o estudo de envelhecimento (Keller & Jemielity, 2006). 

Recentemente, alguns trabalhos têm abordado a senescência em abelhas (Rueppell et 

al., 2007a,b; Remolina et al., 2007). A senescência é definida pelo declínio, com relação 

à idade, das funções fisiológicas, desempenho, sobrevivência ou reprodução (Finch, 

1990). Apesar das abelhas forrageiras sofrerem grande risco ao saírem da colônia, 

existem evidências fortes de que a alta mortalidade destas abelhas é conseqüência, em 

grande parte, da deteriorização de fatores intrínsecos ao indivíduo, ou seja, da 

senescência de sua fisiologia (Remolina et al., 2007). Sob uma perspectiva evolutiva, o 

envelhecimento em forrageiras tem sido interpretado como uma adaptação da colônia 

para economizar energia, uma vez que forrageiras sofrem altos riscos de mortalidade ao 

saírem da colônia, e o investimento coletivo na manutenção da forrageira deveria, assim, 

ser menor que das abelhas de dentro da colônia (Amdam et al., 2004; Omholt & Amdam, 

2004). 

A organização da colônia e sua dinâmica são importantes características também 

para a imunidade social, ou seja, na cooperação dos membros em combater a 

transmissão de doenças. Apesar de poucos trabalhos abordarem a imunidade social, 

estudos recentes têm revisado os mecanismos contra a invasão de parasitas e proposto 

modelos de transmissão de patógenos em insetos sociais baseados na organização da 

colônia (Naug & Camazine, 2002 e referências por eles citadas; Cremer et al., 2007). 
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Schmid-Hempel (1998) também mostra como a estrutura e a organização da colônia 

afetam na propagação de doenças. Como um exemplo, as interações entre os indivíduos 

por meio da trofaláxis e do cuidado com as crias aumentam a dispersão de patógenos. 

Além disso, este autor propõe modelos da dinâmica do parasita relacionada com a 

divisão do trabalho e o tempo de vida das operárias. Em um exemplo, o modelo de 

“esteira de rolagem” mostra a relação entre a transmissão de infecções e a dinâmica de 

um inseto social que apresenta polietismo etário. Neste modelo, os indivíduos passam 

por toda sua ontogenia e terminam como forrageiros. Se, por exemplo, esta “esteira” 

anda rapidamente, as operárias envelhecem mais rapidamente e forrageiam mais cedo. 

Sob este aspecto, a infecção é retida aos compartimentos mais externos, uma vez que o 

rápido movimento da “esteira” não permite a entrada da infecção, protegendo assim, os 

indivíduos que estão dentro da colônia, especialmente, a rainha.  

Os insetos sociais são um alvo atrativo para os agentes infecciosos uma vez que 

apresentam uma alta densidade de indivíduos, com grande homogeneidade genética, 

além de viverem em um ambiente relativamente homeostático com a presença de 

estoques de alimento (Schmid-Hempel, 1998). Assim, estes insetos desenvolveram 

estratégias de grupo e também individuais no combate às doenças. Dentre as estratégias 

de grupo estão vários comportamentos, dentre eles o de comportamento higiênico. Este 

comportamento foi o primeiro a ser descrito em abelhas (Rothenbuhler, 1964) e é um 

exemplo clássico de defesa social, onde as operárias identificam e removem larvas 

infectadas dentre a cria sadia (Spivak & Reuter, 2001). Outros tipos de defesa incluem a 

construção da colônia com material antimicrobiano (Christe et al., 2003), o crescimento 

da cria em local estéril (Burgett, 1997), o aquecimento da colônia em resposta à doença 

(Starks et al., 2000) e a transferência de características imunes (Traniello et al., 2002; 

Sadd et al., 2005). Todavia, os membros de uma colônia também possuem defesas 

individuais como ocorre em outros insetos, incluindo a resposta imune contra agentes 

infecciosos (Casteels-Josson et al., 1994; Evans, 2004; Evans et al., 2006). 
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Resposta imune em insetos 

A presença de um sistema imune eficiente em insetos certamente é, em parte, 

responsável pelo sucesso de sobrevivência e ocupação de vários nichos destes animais, 

que são freqüentemente expostos a micróbios e parasitas, mas que somente poucos 

invasores resultam em infecção. Os insetos possuem um mecanismo para identificação 

de patógenos bastante sensível e desenvolveram várias estratégias para se defenderem 

de ataques de micróbios, que entram em seu corpo através da comida, pelo ar, através 

do sistema traqueal, ou ainda por feridas no corpo. Diferentemente do que ocorre nos 

vertebrados, que possuem imunidade adaptativa baseada em células B e T, nos insetos 

não existe evidência de seleção clonal. 

 O mecanismo de resposta imune dos insetos, que não apresenta memória, é 

denominado de inato e compreende três meios de defesa principais, através: 1) da 

resposta humoral gerada por peptídeos antimicrobianos; 2) da resposta celular que 

resulta na fagocitose e encapsulação do invasor e 3) da reação da Fenoloxidase que 

deposita pigmentos de melanina ao redor de ferimentos e objetos estranhos. Durante a 

infecção sistêmica, além dos peptídeos antimicrobianos, outras moléculas efetoras são 

induzidas e secretadas na hemolinfa, como as proteínas de resposta ao estresse, para a 

opsonização, que é o reconhecimento de corpo estranho para ser fagocitado, e de 

seqüestro de ferro (Tzou et al., 2002). 

O díptero Drosophila melanogaster é considerado o modelo de estudos do 

princípio da imunidade inata. A resposta que envolve tanto a defesa celular quanto a 

humoral é iniciada por receptores de reconhecimento (PRRs – pattern recognition 

receptors) que se ligam especificamente aos padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs – pathogen associated molecular patterns) como lipopolissacarídeos 

(LPS) e peptideoglicanos (PGLC), constituintes da parede de bactérias (Medzhitov & 

Janeway Jr., 2002). Esses PRRs podem proporcionar a morte de micróbios diretamente 

através de fagocitose, ou, indiretamente por provocar cascatas de serina proteases, as 

quais podem ativar reações de defesa imune como encapsulação melanótica ou iniciar as 
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vias de sinalização intracelular, que regulam a transcrição de genes de peptídeos 

antimicrobianos e outros genes efetores (Hoffmann et al., 1996; Hoffmann & Reichhart, 

2002).  

A resposta celular primária é a caracterizada pela ação dos hemócitos. Existem 

diferentes populações de hemócitos em insetos que executam diversas reações de 

resposta imune, alguns deles são: os plasmócitos que fagocitam, os lamelócitos que 

encapsulam, e as células cristais que melanizam (Gillespie et al., 1997). Os hemócitos 

estão sob sinais de estresse causados por um ferimento ou de infecção por bactérias, 

através de componentes da parede celular (LPS ou PGLC), como dito anteriormente. Um 

dos meios de defesa destas células é a coagulação da ferida, onde hemócitos e 

moléculas da hemolinfa interagem e formam um coágulo. O mecanismo de coagulação 

não é bem caracterizado em insetos, mas algumas moléculas já foram identificadas 

(Theopold et al., 2002). Além disso, os hemócitos podem atacar organismos invasores 

(dentre segundos a minutos) e parar sua invasão, ou ainda, se o invasor for muito grande 

para ser fagocitado, ele é encapsulado (dentre minutos a horas) por nódulos ou cápsulas 

de organização celular (Gillespie et al., 1997). Os hemócitos são a primeira linha de 

defesa, sendo que em Armigeres subalbatus, a fagocitose de bactérias por granulócitos 

ocorre em apenas cinco minutos (Hillyer et al., 2003). 

A melanização produz o pigmento preto que está localizado no coágulo da ferida 

ou ao redor de partículas estranhas na hemocele. A melanina cobre o invasor e, em 

seguida, previne ou retarda seu crescimento através de substâncias intermediárias 

altamente reativas e a tóxica quinona (Cerenius & Soderhäll, 2004). A principal enzima 

deste processo é a Fenoloxidase (monofenol, L-dopa:oxigênio oxidoredutase, EC 

1.14.18.1) que converte tirosina em melanina por catalisar a oxidação de fenóis para 

quinonas. As quinonas, então, são polimerizadas em uma reação não enzimática para 

formar a melanina, cujo processo é importante também para esclerotização e 

pigmentação da cutícula (Mason, 1955, 1965). A Fenoloxidase está presente como um 

precursor, a Profenoloxidase (proPO), que é ativado através de proteólises por uma 
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cascata de serinas proteases associada com o sistema de ativação da proPO (Ashida & 

Brey, 1998). 

Após a infecção na hemocele, como dito anteriormente, um conjunto de diferentes 

peptídeos é sintetizado principalmente no corpo gorduroso, podendo ocorrer síntese 

também em hemócitos (Dimarcq et al., 1994), células intestinais (Daffre et al., 1994), 

glândulas salivares (Kylsten et al., 1992) e trato reprodutivo (Samakovlis et al., 1991), e 

são importantes efetores na resposta humoral (Hetru et al., 1998; Bulet et al., 1999). Em 

poucas horas de infecção, esses peptídeos são sintetizados atingindo altas 

concentrações que são letais aos invasores (Hultmark, 2003). Os peptídeos são 

essencialmente ativos ao induzir perturbações na membrana celular de procariotos ou 

fungos, levando ao extravasamento de solutos e geralmente à morte rápida destes 

microorganismos (Lehrer & Ganz, 1999).  

Para a produção desses peptídeos, são conhecidos pelo menos duas vias de 

sinalização intracelular (Figura 1) que foram originalmente definidas pelos mutantes no 

gene Toll e imd (immune deficiency) em Drosophila (Lemaitre et al., 1995). Trabalhos 

recentes têm caracterizado melhor essas vias, as quais envolvem três fatores de 

transcrição do tipo Rel/NF-κB, o Dif, o Dorsal e o Relish, responsáveis pela ativação dos 

genes dos peptídeos antimicrobianos (Hultmark, 2003; Kim & Kim 2005).  

Na via Toll, a sinalização do receptor de membrana codificado pelo gene Toll ativa 

dois fatores de transcrição, o Dif (Dorsal-related immune factor) e o Dorsal. Entre esses 

dois fatores, o Dif é mais importante para imunidade em Drosophila, enquanto Dorsal 

funciona principalmente no embrião determinando a polaridade dorso-ventral (Anderson 

& Nusslein-Volhard, 1984). Normalmente, Dif e Dorsal formam um complexo inativo com 

Cactus, um membro da família de IκB, que são inibidores de NF-κB. A sinalização de Toll 

resulta na fosforilação de Cactus, seguida de sua degradação. Dif e também Dorsal são, 

então, transportados para o núcleo, onde participam na ativação da transcrição de certos 

genes. Muitos outros produtos gênicos fazem a sinalização entre Toll e Dif, como por 

exemplo, Pelle e Tube (revisado em Hultmark, 2003). 
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Na outra via de sinalização (Imd), o fator tipo Rel/NF-κB denominado Relish é 

ativado quando clivado em duas partes, segundos após a infecção. Relish é processado 

por uma rápida endoproteólise independente de proteossomo, gerando dois fragmentos: 

Rel-68, que contém o domínio de homologia Relish e é deslocado para o núcleo, e Rel-49, 

que inclui a região do tipo IκB e permanece no citoplasma (Stöven et al., 2000). A 

clivagem ocorre pelo reconhecimento do sítio de uma caspase, provavelmente após um 

sinal dependente de fosforilação (Stöven et al., 2003). Mutantes de Relish não mostram 

nenhum efeito fenotípico nos hemócitos ou na resposta imune celular de Drosophila, mas 

eles são extremamente sensíveis à infecção por bactérias, pois uma única célula de E. 

cloacae é suficiente para matar essas moscas (Hedengren et al., 1999), demonstrando, 

portanto, a importância da resposta humoral para a sobrevivência. 

Como no caso da via Toll, a via Imd controla a transcrição de centenas de genes 

além daqueles codificadores dos peptídeos antimicrobianos. A função de muitos destes 

genes na defesa ainda precisa ser estabelecida (Irving et al., 2001; De Gregorio et al., 

2002). Além disso, análises por microarray mostraram que a via Toll controla a maior 

parte dos genes induzidos por fungos e coopera com a via Imd no controle de genes 

implicados em várias reações imunes como coagulação, produção de peptídeos 

antimicrobianos, opsonização, seqüestro de ferro e fechamento de feridas (De Gregorio 

et al., 2002). 

Em Drosophila são conhecidos pelo menos 34 peptídeos antimicrobianos, que 

podem possuir a propriedade de matar bactéria Gram-positiva, Gram-negativa e fungo, 

ou ainda, serem especializados para um determinado grupo de micróbios. O peptídeo 

antifúngico, Drosomicina, é o principal produto resultante da ativação da via Toll, 

sugerindo que essa via é especializada em infecções causadas por fungos (Lemaitre et 

al., 1997), uma vez que Drosomicina é induzida especificamente pelo fungo patógeno 

Beauveria bassiana e também pelo fato dos mutantes da via Toll serem bastante 

suscetíveis às infecções por Beauveria. No entanto, outros fungos induzem a produção 

de Cecropina, através da via de sinalização Imd, e são letais em mutantes de Relish 
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(Hedengren et al., 1999). Além disso, Drosomicina é também induzida por Micrococcus 

luteus, sugerindo que a via Toll tenha papel importante na defesa contra bactérias Gram-

positivas. Desse modo, parece que existe alguma especificidade na indução das duas 

vias (Hedengren-Olcott et al., 2004), e a via Toll seria principalmente importante durante 

as infecções a fungos e bactérias Gram-positivas, e a via Imd seria, predominantemente, 

ativada por bactérias Gram-negativas. 

Além das vias do Toll e Imd, outras vias (JNK e JAK/STAT) também parecem 

estar envolvidas na imunidade de insetos (Figura 1). A via Imd, além de ocasionar a 

ativação de Relish, também proporciona ativação de componentes da via de sinalização 

JNK (Boutros et al., 2002), responsável pela ativação da expressão dos genes do 

citoesqueleto, e evidências recentes indicam que esta via pode providenciar tanto 

retroalimentação positiva quanto negativa na expressão de peptídeos antimicrobianos 

(Wojda et al., 2004).  

A via JAK/STAT, originalmente identificada através de seu papel na segmentação 

do embrião, tem três componentes celulares principais: o receptor Domeless, a quinase 

Janus (JAK) Hopscotch, e o fator de transcrição STAT (Lemaitre et al., 1997). Esta via 

parece ser iniciada através de moléculas do tipo citoquina em células da hemolinfa, e 

contribui para a imunidade através da indução dos fatores tipo complemento (por 

exemplo, proteína contendo tiol-éster – TEP) e da proliferação de hemócitos (Agaisse & 

Perrimon, 2004). Além disso, esta via regula a expressão de genes Turadot (Tot) que 

codificam fatores humorais induzidos por várias condições de estresse, especialmente 

por injúria (Ekengren & Hultmark, 2001; Ekengren et al., 2001; Agaisse et al., 2003). Em 

Drosophila, a proteína extracelular Upd promove a atividade fagocitária dos hemócitos e 

ainda ativa a via JAK/STAT através da ligação com o receptor Domeless no corpo 

gorduroso (Agaisse et al., 2003). Esta via, ainda, participa da resposta antiviral em 

Drosophila (Dostert et al., 2005), e em mamíferos, tem um papel na sinalização do 

interferon, e pode, deste modo, representar um mecanismo ancestral conservado no 

controle de infecções virais. Entretanto, o estímulo gerado para ativar a via JAK/STAT e a 
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natureza das moléculas antivirais, ainda precisam ser determinados (Bangham et al., 

2006; Lemaitre & Hoffmann, 2007). 

 

 

 

 

Figura 1- Vias de sinalização Toll, Imd e JAK-STAT que controlam a expressão de genes 

relacionados à resposta fisiológica de infecção em Drosophila. O Spätzle é processado por uma 

serina protease após infecção e se liga em Toll. Este, por sua vez, ativa uma cascata intracelular 

culminando com a degradação de Cactus e o deslocamento dos fatores de transcrição do tipo NF-

κB, Dorsal e Dif. A via Imd ramifica-se nos módulos de sinalização JNK e IKK (quinase IκB). O 

Relish, fosforilado pelo complexo IKK, é clivado em uma forma menor e ativa, que se desloca para 

o núcleo. A via JNK leva à ativação de dAP1 (um homo- ou heterodímero de dJun e/or dFos) 

através das proteínas Hep a Bsk, que em Drosophila são dJNKK e dJNK. Além disso, o dímero 

STAT é deslocado para o núcleo como resultado da ativação da quinase JAK, através da citoquina 

Domeless (Dome). Ilustração modificada de Kim & Kim (2005). 
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Resposta imune em Apis mellifera 

Em Apis mellifera, como em outros insetos, a imunização ocorre por resposta 

humoral e celular. A defesa por meio da ativação da Fenoloxidase é pouco conhecida, 

mas o precursor desta enzima, a Profenoloxidase, já foi caracterizado e o gene foi 

clonado e seqüenciado (Zufelato et al., 2004; Lourenço et al., 2005). A análise do 

genoma de abelha (Lourenço et al., 2005; Honey Bee Genome Sequencing Consortium, 

2006) sugere que somente um gene para proPO está presente nestes insetos, ao 

contrário de outras espécies como em mosquitos que possuem até nove genes 

(Anophles gambiae- Christophides et al., 2004) ou seis genes (Aedes aegypti- Taft et al., 

2001; Bartholomay et al., 2004; Kim et al., 2005; Li et al., 2005).  

Na resposta de defesa humoral em abelhas são conhecidos os seguintes 

peptídeos presentes na hemolinfa: três Apidecinas (Casteels et al., 1989), uma Abaecina 

(Casteels et al., 1990), uma Hymenoptaecina (Casteels et al., 1993) e duas Defensinas 

(Casteels-Josson et al., 1994; Klaudiny et al., 2005). A Royalisina, um peptídeo presente 

na geléia real também foi isolado, e difere de uma das Defensinas somente por um 

aminoácido (Fujiwara et al., 1990). Outros peptídeos isolados da geléia real são as quatro 

Geleínas que não possuem similaridades com outros peptídeos de abelhas (Fontana et 

al., 2004). 

As Apidaecinas são peptídeos curtos (18 aminoácidos) altamente ativos contra 

bactérias Gram-negativas, provavelmente por destruir a parede celular. Esse peptídeo é 

encontrado principalmente nas fases larvais e adultas, que parecem mais desprotegidas 

e é ativado quando as abelhas são imunizadas com bactérias patogênicas de plantas, 

sugerindo que esses insetos desenvolveram um mecanismo específico contra 

microorganismos presentes no ambiente em que eles vivem (Casteels et al., 1989).  

A Abaecina é um peptídeo de 34 aminoácidos com 34% de prolina e que possui 

domínios na seqüência similares à Diptericina encontrada em moscas. Apesar das 

similaridades encontradas entre as Apidaecinas, Abaecina e Diptericina A, as 

propriedades biológicas entre elas são bastante diferentes. A Abaecina é mais ativa 
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contra bactérias Gram-negativas e também Gram-positivas, enquanto que as 

Apidaecinas são mais efetivas contra as Gram-negativas e possuem uma ação mais 

intensa contra as bactérias do que a Abaecina (Casteels et al., 1990).  

A Hymenoptaecina é o maior peptídeo antimicrobiano conhecido em Apis, com 94 

aminoácidos, que age contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Casteels et al., 

1993). As Defensinas são codificadas por dois genes: a defensina1 que codifica a 

Royalisina e também a Defensina encontrada na hemolinfa, e a defensina2 que codifica 

uma nova Defensina não caracterizada, cujo papel na fisiologia de abelha ainda precisa 

ser investigado. O peptídeo codificado pela defensina1 consiste de 51 aminoácidos. Já o 

peptídeo codificado pela defensina2 tem 43 aminoácidos e não contém uma extensão C-

terminal encontrada nas outras defensinas de himenópteros (Klaudiny et al., 2005). 

A quantificação de transcritos para estes peptídeos tem sido feita em larvas após 

inóculo com vários tipos de bactérias (Evans, 2004; Evans & Lopez, 2004) e também em 

adultos com inóculo de Escherichia coli (Casteels-Josson et al., 1993, 1994). A variação 

na transcrição dos peptídeos também foi usada para a avaliação da inibição do sistema 

imune da A. mellifera pela presença do ácaro Varroa destructor, um ectoparasita de 

abelha (Gregory et al., 2005; Yang & Cox-Foster, 2005).  

Apesar de se conhecer os peptídeos, pouco se sabe sobre as vias de sinalização 

intracelulares, em abelhas, para a produção de peptídeos contra microorganismos. 

Recentemente, com o advento do seqüenciamento completo do genoma de A. mellifera 

(Honey Bee Genome Sequencing Consortium, 2006), foram preditos alguns 

representantes das vias de sinalização intracelular Toll, Imd, JNK e JAK/STAT através de 

comparações àqueles já estudados em outros insetos, principalmente Drosophila (Figura 

2; Evans et al., 2006). As análises do genoma de A. mellifera mostraram que nesta 

espécie houve uma redução no número e na diversidade de genes implicados na 

resposta imune quando comparado ao genoma de Drosophila e Anopheles, o que levou 

Evans et al. (2006) sugerirem que este é um reflexo da capacidade da barreira social às 

doenças. Apesar da quantidade reduzida de genes da resposta imune, o grupo básico de 
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moléculas que define o sistema imune de insetos foi encontrado em abelhas, incluindo os 

componentes das vias de sinalização intracelular, que são chaves nos processos de 

imunidade e desenvolvimento (Figura 2; Evans et al., 2006). 

Anteriormente ao seqüenciamento do genoma de abelha, o gene dorsal, que 

participa da via Toll, foi isolado e seqüenciado em A. mellifera, apresentando-se em duas 

isoformas: dl (ou dorsal 1-A) e dlB (ou dorsal 1-B) (Fan, 2001). Recentemente, após a 

análise do genoma, um novo gene ortólogo codificador de Dorsal, chamado dorsal 2, foi 

predito em A. mellifera (Evans et al., 2006). Experimentos envolvendo infecções 

bacterianas em larvas de abelhas mostraram que a proteína Dorsal estava presente no 

núcleo das células quando as abelhas foram imunizadas com bactéria Gram-positiva 

(Micrococcus luteus) e, contrariamente, não foi transportada para o núcleo quando houve 

infecção com bactéria Gram-negativa (E. coli) (Fan, 2001). Esses resultados, somados à 

existência, em A. mellifera, de muitos genes das vias intracelulares também encontrados 

em Drosophila, mostram a possibilidade da existência de um mesmo mecanismo de 

funcionamento das vias de sinalização entre estes dois organismos. 
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Figura 2- Membros candidatos das vias Toll, Imd, JNK e JAK/STAT em abelha Apis mellifera. Os 

nomes foram dados segundo conhecimento destas vias em Drosophila. O possível funcionamento 

destas vias, baseado no que se conhece em Drosophila, está descrito na Figura 1. Em cinza estão 

representadas as proteínas cujos genes ortólogos não foram encontrados em A. mellifera (TotA- 

gene Turadot) ou não foram estudados (genes de apoptose ou para a degradação dependente de 

proteossomos) no trabalho de Evans et al. (2006). Ilustração modificada de Evans et al. (2006). 
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Envolvimento de outras proteínas na imunidade de insetos 

Além da ativação das vias intracelulares de sinalização para produção de 

peptídeos, a fagocitose por hemócitos e a melanização pela Profenoloxidase, outras 

proteínas, como Transferrina e proteínas de estocagem, também participam direta ou 

indiretamente para a imunidade em insetos.  

A Transferrina é uma proteína transportadora de ferro, e é capaz de se ligar a dois 

íons de ferro, que são um dos elementos essenciais para todos os organismos podendo 

ser tóxico pela habilidade de produzir radicais livres na presença de oxigênio (Nichol et al., 

2002). Recentemente, foi estabelecida a participação da Transferrina na resposta imune 

de insetos infectados com microorganismos, através do seqüestro de ferro (Yoshiga et al., 

1997; Ratledge & Dover, 2000; Nichol et al., 2002). Além disso, sabe-se que o gene 

codificador da Transferrina de insetos é induzido após infecção por microorganismos 

(Yoshiga et al., 1997; Yun et al., 1999; Thompson et al., 2003, Valles & Pereira, 2005). 

Além do seqüestro de ferro pela Transferrina, deixando-o indisponível para patógenos 

invasores, a região promotora do gene codificador desta proteína possui seqüências de 

sítios ligadores NF-κB consistente com o aumento de transcritos de transferrina após 

infecção (Harizanova et al., 2005). Parte da atividade antimicrobiana da Transferrina 

(Lactoferrina) tem sido atribuída pela geração de peptídeos a partir da proteína intacta em 

mamíferos (Farnaud & Evans, 2003). Estes fragmentos proteolíticos também foram 

encontrados em mosquitos (Harizanova et al., 2005). Em A. mellifera este gene foi 

identificado e caracterizado, e sabe-se que é ativado após 6 horas de infecção com 

bactérias E. coli (Do Nascimento et al., 2004; Kucharski & Maleszka, 2003).  

Algumas proteínas de estocagem também já foram relacionadas com a imunidade 

em insetos. A Vitelogenina de A. mellifera é a principal proteína de estocagem em fêmeas 

servindo como reserva de nutrientes, e em zangões e operárias não poedeiras, como 

carregadora de lipídeos (Wheller & Kawooya, 1990; Barchuk et al., 2002). Além disso, 

uma quantidade significativa de Vitelogenina está presente em larvas de ambos os sexos, 

o que sugere que esta proteína sirva para outras funções além de crescimento do ovócito 
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e suprimento de energia para o embrião (Guidugli et al., 2005). Esta proteína de 

estocagem é, também, considerada importante na imunidade e longevidade de abelhas 

por ser carregadora de zinco e, por isso, ser uma proteína que protege contra o estresse 

oxidativo e apoptose em diversas linhas celulares (Amdam et al., 2004; 2005; Seehuus et 

al., 2006). Existe ainda uma relação entre a quantidade de hemócitos funcionais e níveis 

de hormônio juvenil. Amdam et al. (2004) sugeriram que a diminuição do número de 

hemócitos em abelhas velhas (forrageiras) seria causada pela diminuição dos títulos de 

zinco que é mediado pela queda de vitelogenina devido às altas taxas de hormônio 

juvenil (Pinto et al., 2000).  

A Hexamerina 70A é um tipo de Hexamerina, uma proteína de estocagem. As 

Hexamerinas são sintetizadas e secretadas pelo corpo gorduroso em larvas e atingem 

concentrações bastante altas um pouco antes da metamorfose. Em insetos 

holometábolos (como em abelhas), estas proteínas são recapturadas pelo corpo 

gorduroso durante a muda de larva para pupa e, parcialmente, estocadas em grânulos 

protéicos, assim como na hemolinfa da pupa. Nos adultos, esta reserva desaparece, uma 

vez que os aminoácidos são incorporados e usados para formação de novos tecidos e 

proteínas. Algumas Hexamerinas também têm a função de ligantes, de transporte 

(revisado em Telfer & Kunkel, 1991), de modulação do hormônio juvenil (Zhou et al., 2007) 

e, além disso, estão implicadas na imunidade de insetos (Beresford et al., 1997).  

As Lipoforinas são proteínas participantes do metabolismo de lipídeos, e, ainda, 

componentes do coágulo que se forma em resposta ao ferimento, podendo também inibir 

a adesão celular (Coodin & Caveney 1992; Mandato et al., 1996). As Lipoforinas também 

são capazes de reconhecer e inativar lipopolissacarídeo (LPS - componente da parede 

celular de bactéria) (Ma et al., 2006). Dentre as Lipoforinas de insetos (apoLp-I, II e III), 

apoLp-I tem ~240 kDa, apoLp-II tem ~80 kDa e apoLp-III tem ~18 kDa. As duas primeiras 

são proteínas ligadoras de lipídeos, enquanto que a última pode ser encontrada livre de 

lipídeos na hemolinfa, porém, para agir como ativador da resposta imune, ela deve estar 

na conformação de ligação a lipídeo (revisado em Weers & Ryan, 2006). Estudos com 
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Galleria mellonella mostraram que a injeção de apoLp-III aumenta a atividade bactericida, 

a atividade da Lisozima e estimula a fagocitose por plasmatócitos (Wiesner et al., 1997). 

Recentemente, estudos com Hyphantria cunea demonstraram qua apoLp-III é capaz de 

induzir a expressão de peptídeos antimicrobianos e de ligar-se à membrana de E. coli 

(Kim et al., 2004).  

Na resposta imune, antes mesmo da resposta humoral, a coagulação ocorre para 

fechar feridas e não deixar que microorganismos entre na hemocele (Theopold et al., 

2002; 2004). A Lipoforina é considerada o principal pró-coagulante (Duvic & Brehelin, 

1998), e além dela, a Profenoloxidase participa deste processo (Bidla et al., 2005), assim 

como a Hexamerina (tipo Arylforina) (Li et al., 2002).  

Devido a grande importância da existência do sistema imune inato para a 

sobrevivência dos insetos e o pouco conhecimento das estratégias desenvolvidas pela 

abelha A. mellifera, um organismo altamente social, nos propusemos estudar a resposta 

imune dessas abelhas. Esse trabalho visa um melhor entendimento da ativação dos 

peptídeos antimicrobianos, sua relação com vias de sinalização intracelulares e ainda a 

participação de outros genes no processo de imunização. 
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 O objetivo principal deste trabalho foi investigar os principais mecanismos de 

resposta imune humoral baseada na produção de peptídeos antimicrobianos e outras 

moléculas efetoras, na reação da Fenoloxidase e, ainda, no envolvimento de proteínas de 

estocagem na imunidade de Apis mellifera inoculada com bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas. Além disso, nos propusemos estabelecer a relação do processo de 

envelhecimento com o declínio da imunidade nestas abelhas. 

 

Objetivos específicos 

• Identificar, por meio de transcrição gênica, a participação de genes ortólogos dos 

grupos de sinalização, reconhecimento de microorganismos e efetores das vias 

de sinalização intracelular Toll e Imd descritas em Drosophila, na resposta imune 

de Apis mellifera infectadas com bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, 

através de dois meios de infecção: por injeção ou via oral. 

 

• Avaliar o papel do gene codificador da enzima Profenoloxidase na resposta imune, 

assim como na pigmentação cuticular, de A. mellifera através do uso da técnica 

de silenciamento gênico por RNA de interferência. 

 

• Identificar a importância do gene ortólogo e/ou isoforma de dorsal, possível fator 

de transcrição da via de sinalização intracelular de Toll em A. mellifera, através do 

uso de RNA de interferência seguido de infecção por bactéria Gram-positiva ou 

Gram-negativa. E, por conseguinte, a relação deste fator de transcrição com a 

ativação dos genes codificadores dos peptídeos antimicrobianos Defensina e 

Abaecina. 

 

• Verificar a ativação na transcrição e/ou pós-transcrição dos genes relacionados 

com a resposta imune de A. mellifera, como os codificadores da Vitelogenina, da 
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Lipoforina e da Hexamerina, uma vez que estas proteínas de estocagem parecem 

ser importantes na resposta imune de insetos. 

 

• Avaliar a alimentação diferencial, com restrição protéica, como influência na 

produção de proteínas de estocagem e sua relação com a imunidade de A. 

mellifera. 

 

• Relacionar o aspecto de envelhecimento com o declínio da imunidade em A. 

mellifera, através do estudo de características fisiológicas como a quantidade da 

proteína Vitelogenina, os títulos de hormônio juvenil e expressão de genes da via 

de insulina de abelhas com comportamentos diferentes, independente da idade 

cronológica. 
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1- Material biológico 

 

1.1- Abelhas 

Nos experimentos foram utilizadas abelhas Apis mellifera africanizadas do apiário 

experimental do Departamento de Genética, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto.  

Exceto para os experimentos de silenciamento de dorsal, em que foram utilizadas 

abelhas Apis mellifera ligustica do apiário experimental do USDA - Bee Research 

Laboratory, Beltsville, MD, Estados Unidos. 

 Na maioria dos experimentos foram utilizadas abelhas sem manipulação da 

colônia, ou seja, foram coletadas abelhas de uma colônia típica. Destas colônias foram 

retiradas abelhas de idades e/ou comportamentos diferentes, como pupas de olho e 

cutícula brancos (Pw), e adultos como as recém-emergidas, nutridoras e forrageiras. As 

pupas foram retiradas diretamente do quadro com crias. As recém-emergidas, de até 24 

horas, foram coletadas de quadros com pupas velhas deixados em estufas para a 

emergência das abelhas, ou ainda, foram coletadas diretamente da colônia. As abelhas 

nutridoras foram consideradas aquelas que após serem marcadas quando recém-

emergidas, foram deixadas na colônia por sete dias e, então, foram coletadas. As 

abelhas forrageiras foram coletadas na entrada da colônia, carregando pólen nas 

corbículas. 

Foram utilizadas também, abelhas de uma colônia manipulada chamada single-

cohort. Para a montagem desta colônia foram utilizadas cerca de 3000 abelhas recém-

emergidas, onde 1000 abelhas de colônias diferentes foram marcadas com um ponto de 

tinta no tórax durante três dias consecutivos. As abelhas foram colocadas em uma 

pequena caixa contendo um quadro com alimento, cria jovem e uma rainha. Estas 

abelhas receberam alimento suplementar, xarope (50% açúcar em água) e pólen 

coletado de colônias diluído em xarope (30% pólen e 70% xarope). Abelhas de 6-8 e 21-

23 dias de idade foram coletadas de acordo com o comportamento: nutridoras que 

estavam dentro da caixa e forrageiras na entrada da caixa com pólen nas corbículas. 
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Para que abelhas recém-emergidas não alterassem o comportamento das abelhas, já 

estabelecido quando novas (6-8 dias de idade), os quadros com pupas mais velhas foram 

trocados por um quadro com alimento e cria jovem, até a coleta das abelhas com 21-23 

dias de idade, desta maneira, as únicas abelhas adultas desta colônia eram aquelas 

marcadas e de uma mesma idade. 

 Das abelhas coletadas tirou-se hemolinfa e, posteriormente, separou-se o 

abdômen do tórax e cabeça, e em seguida, retirou-se o intestino (somente das abelhas 

adultas) através do uso de pinças. A hemolinfa foi retirada com uso de um microcapilar 

de vidro inserido em um pequeno corte da parte dorsal do abdômen. O abdômen das 

pupas (com intestino) ou dos adultos (sem intestino) foi estocado em 500 µl ou 1 ml de 

reagente Trizol (Trizol Reagent, Life Technologies) para posterior purificação do RNA 

total e proteína. 

 

1.2- Bactérias 

Neste trabalho foram utilizadas bactérias Gram-positivas: Micrococcus luteus 

(cepa ATCC 9341, gentilmente cedida pela profa. Dra. Isabel Ioko Ito- FCFRP-USP) e 

Paenibacillus larvae (cepa 260014, USDA- Bee Research Laboratory, Beltsville-MD, 

Estados Unidos), causadora da doença de cria pútrida americana em abelhas; e 

bactérias Gram-negativas: Serratia marcescens (cepa gentilmente cedida pela Dra. 

Virginie Cuvillier-Hot) e Escherichia coli (células competentes DH10β). 

As bactérias S. marcescens e M. luteus cresceram em meio nutritivo Luria-Bertani 

durante cerca de 14 horas a 37oC sob agitação de 180 rpm. A quantificação da 

suspensão de bactérias foi feita em espectofotômetro Cecil 3000 utilizando-se 600 ηm 

como comprimento de onda para leitura. Considerou-se que uma unidade de absorbância 

neste comprimento de onda correspondia a 105 bactérias/µl. Após leitura, as bactérias 

foram diluídas em água Milli-Q autoclavada para a concentração desejada. 

Esporos de P. larvae foram plaqueados em meio ágar brain-heart. Após 3 dias as 

bactérias foram tiradas da placa e diluídas em 500 µl de água livre de nuclease. A 
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bactéria E. coli DH10β cresceu por duas horas em meio líquido S.O.C. (Super Optimal 

Catabolite, composto por triptona de bactéria, extrato de levedura, cloreto de sódio e 

cloreto de potássio - Invitrogen) a 37oC sob agitação de 180 rpm, e, posteriormente, 

centrifugada por 3000 g por cinco min para formação do pellet. Este pellet foi lavado com 

água e posteriormente diluído em 500 µl de água livre de nuclease. 

 

2- Silenciamento gênico por RNA de interferência (RNAi) 

 

2.1- Construção do RNA de fita dupla (dsRNA) 

A metodologia de RNAi foi usada para silenciamento de profenoloxidase, e de 

dorsal e suas isoformas. Os primers usados para a construção do dsRNA variaram de 

261 a 500 pares de base (pb) e às suas seqüências foi adicionada uma região do 

promotor T7 (Tabela I). A região usada para construção do dsRNA de profenoloxidase 

(dsRNA de proPO) incluiu o domínio tiol-éster, típico de Profenoloxidases. Para a 

construção do dsRNA de dorsal e suas isoformas, foram escolhidas regiões distintas de 

cada gene (dorsal 1 e dorsal 2) e isoforma (dorsal 1-A e dorsal 1-B), para que o dsRNA 

tivesse alvo específico. A especificidade do dsRNA foi checada através de procura do 

trecho correspondente à amplificação dos primers no banco de dados do genoma de A. 

mellifera. Para a fabricação do dsRNA controle, foi utilizado um gene exógeno à abelha, o 

green fluorescence protein (GFP). Para a síntese deste dsRNA, utilizou-se primers 

desenhados a partir de uma construção de GFP modificada (m-gfp5-ER) inserida dentro 

de um vetor (pBIN-m-gfp5-ER; Siemering et al., 1996), gentilmente cedido pela 

professora Dra. Maria Helena Goldman. 

O dsRNA foi preparado como descrito em Amdam et al., 2003. Primeiramente, 

amplificam-se as fitas de DNA utilizando-se os primers com as regiões do T7, e cDNA ou 

clones contendo as regiões a serem amplificadas. As condições de PCR para a proPO 

foram: 45 ciclos de 94ºC (30 seg), 57ºC (30 seg), 72ºC (30 seg), e 72ºC (7 min). Para 

dorsal (genes e isoformas) e GFP, as condições de PCR foram: 45 ciclos de 94oC (30 
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seg), 60oC (45 seg), 72oC (45 seg), e 72ºC (7 min). O produto de PCR foi, então, 

purificado utilizando-se o kit de purificação QIAquick™PCR (QIAGEN). Posteriormente, 

as fitas sense e antisense foram fabricadas a partir do DNA gerado na PCR com a 

utilização do kit de produção de RNAi (RiboMAX™ Large Scale RNA Production System-

T7/SP6, Promega) segundo instruções do fabricante. O dsRNA foi purificado com Trizol 

LS® (Invitrogen) para líquidos e diluído em água livre de nuclease.  

O dsRNA de proPO foi utilizado nas quantidades de 5, 10 e 20 µg, assim como o 

dsRNA de GFP para este experimento. Diversas combinações de diferentes dsRNA 

foram utilizadas para o silenciamento de dorsal: dsRNA de dl1a (dorsal 1-A), dsRNA de 

dl1b (dorsal -1B), dsRNA de dl2 (dorsal 2), e combinações entre estes dsRNA: dsRNA de 

dl1a e dl1b; dsRNA de dl1a e dl2; dsRNA de dl1b e dl2; e dsRNA de dl1a, 1b e 2. Em 

todos os casos, a quantidade injetada foi de 5 µg de dsRNA. 

 

 

Tabela I - Seqüências sense e antisense dos primers para silenciamento de profenoloxidase, 

dorsal 1-A, dorsal 1-B e dorsal 2. GFP foi usada como controle. A seqüência sublinhada 

corresponde à seqüência do T7, como parte do protocolo utilizado para a síntese do dsRNA. 

Seqüências desses genes estão depositadas no GenBank ou o GB foi utilizado a partir da 

anotação do genoma (Honey Bee Genome Sequencing Consortium, 2006; 

http://annotation.hgsc.bcm.tmc.edu/HoneyBee/- acesso restrito). Para adquirir seqüência com 

acesso permitido: http://racerx00.tamu.edu/downloadFASTA.html, usar the Official Gene Set 

Release 1 e selecionar CDS como tipo de seqüência. 

Gene 
Número de 

acesso 
GenBank 

Primer 

Tamanho do 
amplicon (sem 
seqüência do 

T7) 

GFP (green 
fluorescence 

protein) 
(controle) 

 

U87974  
 

Sense- 
5’TAATACGACTCACTATAGGGCGA 

AGTGGAGAGGGTGAAGGTGA3’ 
Antisense- 

5’ TAATACGACTCACTATAGGGCGA 
GGTAAAAGGACAGGGCCATC3’ 

500 pb 

profenoloxidase AY242387 

Sense- 
5’TAATACGACTCACTATAGGGCGA 

CTAGATTTACTCACTTGAACC3’  
Antisense- 

5’TAATACGACTCACTATAGGGCGA 
CACAATAACTTGAGGCATCC3’ 

468 pb 

dorsal 1-A  
 AY268030 

Sense- 
5’TAATACGACTCACTATAGGGCGA 

CAACAACCATCAATCAGAACG3’ 
449 pb 
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Antisense- 
5’ TAATACGACTCACTATAGGGCGA 

TCCCGCGTTGGTTTATACAT3’ 

dorsal 1-B AY268031 

Sense- 
5’TAATACGACTCACTATAGGGCGA 
TTGGTTCGATTATTCTGAAGTGA3’ 

Antisense- 
5’TAATACGACTCACTATAGGGCGA 

CGGATACGTTTCGGTGGTAA3’ 

444 pb 

dorsal 2 
 

GB18032-RA 

Sense-
5’TAATACGACTCACTATAGGGCGA 

TTCTGAAGAACCGGAATTTGA3’ 
Antisense-

5’TAATACGACTCACTATAGGGCGA 
CAGCGTTTTCCAACAAATGA3’ 

261 pb 

 

2.2- Injeção de dsRNA em pupas e adultos 

 O processo de RNAi foi inicializado através de injeção de dsRNA em pupas de 

olhos e cutícula brancos (Pw) ou adultos de abelhas. Uma micro-seringa Hamilton 

(1701LT) com agulha G30 (Becton Dickinson) foi utilizada para as injeções de 2 µl de 

solução entre o quinto e sexto segmentos do abdômen.  

As abelhas recém-emergidas foram utilizadas somente nos experimentos de 

silenciamento de proPO. Os adultos foram injetados com 2 µl de dsRNA de proPO (10 ou 

20 µg), 2 µl de dsRNA de GFP (10 ou 20 µg), ou 2 µl de água livre de nuclease.  Em 

seguida à injeção com dsRNA ou água, as abelhas foram colocadas separadamente em 

pequenas caixas de madeira (descrição em Cremonez et al., 1998). Após três dias, o 

silenciamento do gene alvo nas abelhas foi verificado através da quantificação de 

transcritos de proPO por real-time RT-PCR, e pela atividade da Fenoloxidase na 

hemolinfa.  

Para o silenciamento de proPO, as pupas Pw foram injetadas com 2 µl de dsRNA 

de proPO (5, 10 ou 20 µg), 2 µl de dsRNA de GFP (5, 10 ou 20 µg), ou 2 µl de água livre 

de nuclease. Já para o silenciamento de dorsal, as pupas foram injetadas com 2 µl de 

dsRNA para dorsal e suas isoformas (5 µg), 2 µl de dsRNA de GFP (5 µg), ou 2 µl de 

água livre de nuclease. As pupas injetadas com dsRNA ou água foram mantidas em 

placas de Petri dentro de uma estufa a 34oC e 80% de umidade relativa. As pupas do 

experimento de dsRNA de proPO desenvolveram-se dentro da estufa por sete dias e a 
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pigmentação da cutícula foi observada durante este período. No sétimo dia de tratamento, 

as amostras foram coletadas para quantificação dos transcritos de proPO por real-time 

RT-PCR para se verificar silenciamento. As pupas injetadas com dsRNA para o 

silenciamento de dorsal peraneceram por três dias na estufa, e foram infectadas com 

bactérias no terceiro dia e permaneceram em estufa por 5 ou 48 horas até a coleta das 

amostras.  

Os controles para se verificar a especificidade de silenciamento de proPO foram 

feitos utilizando-se amostras com silenciamento de esterase do tipo homônio juvenil (jhe-

like) e lacase (lac), gentilmente cedidas, respectivamente, pela doutoranda Aline Mackert 

dos Santos (FMRP-USP) e pelo mestrando Moysés Elias Neto (FFCLRP-USP), ambos do 

Laboratório de Biologia e Genética do Desenvolvimento de Abelhas. Rapidamente, o 

silenciamento de jhe-like foi feito injetando-se 1 µg de dsRNA de jhe-like em operárias 

recém-emergidas. As coletas foram feitas após seis dias de permanência das abelhas em 

caixinhas de madeira e estufa, como descritos anteriormente. O silenciamento de lacase 

foi feito injetando-se 6 µg de dsRNA de lacase em pupas de olhos e cutículas brancos 

(Pw), e as coletas foram feitas após oito dias de injeção.  

 

3- Infecção por bactérias 

 

3.1- Injeção 

3.1.1- Injeção de água- Injúria 

Para verificarmos efeito da injeção (injúria) nos experimentos de genes da 

resposta imune e de proteínas de estocagem, abelhas recém-emergidas receberam 1 µl 

de água Milli-Q autoclavada e amostras foram coletadas com 0 horas (sem injeção), 3 e 

12 horas após injeção. Coletou-se hemolinfa e abdômen sem intestino; foram feitas três 

amostras a cada coleta, sendo que cada amostra representou quatro indivíduos.  
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3.1.2- Injeção de Micrococcus luteus - bactérias Gram-positivas  

Nos experimentos para avaliação de genes da resposta imune e de proteínas de 

estocagem, abelhas recém-emergidas receberam injeção de 1 µl de uma solução 7x103 

bactérias/µl. Foram feitas coletas de hemolinfa e abdômen sem intestino de abelhas com 

0 horas (sem injeção), 3 e 12 horas após injeção. Na última coleta (12 horas), grande 

parte das abelhas estava morta. Foram feitas três amostras, sempre de abelhas vivas, a 

cada coleta sendo que cada amostra representou quatro indivíduos. 

 

3.1.3- Injeção de Serratia marcescens- bactérias Gram-negativas 

Nos experimentos de avaliação genes da resposta imune e de proteínas de 

estocagem, abelhas recém-emergidas receberam 1 µl de uma solução 5,58x103 

bactérias/µl. As coletas foram feitas com 0 horas (sem injeção de bactérias) e após 3 e 12 

horas. Nesta última coleta cerca de 50% das abelhas já estavam mortas. Este 

experimento foi realizado duas vezes. Em todos experimentos foram feitas três amostras 

a cada coleta sendo que cada amostra representou quatro indivíduos. 

A bactéria S. marcescens também foi usada para infectar pupas injetadas com 

dsRNA de proPO e seus controles. A suspensão de bactérias (1 µl), sem diluição, foi 

injetada em pupas oito dias após elas receberem injeção com dsRNA ou água livre de 

nuclease. O efeito da infecção foi observado após seis horas de tratamento.  

Estas mesmas bactérias foram utilizadas nos experimentos de imuno-senescência. 

Neste caso, as abelhas receberam 1 µl injeção de uma solução 103 bactérias/µl. Foram 

mantidas em estufa dentro de caixinhas de madeira, como descrito anteriormente, com 

alimento (pólen 30% e açúcar 70%) e água por 5 horas. Da colônia típica, foram feitas 

oito amostras de cada grupo infectado (recém-emergida, nutridora e forrageira), e seis ou 

oito amostras para cada grupo (nutridora e forrageira) da colônia single-cohort. 
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3.1.4- Injeção das bactérias Gram-negativas Escherichia coli, e das Gram-positivas 

Paenibacillus larvae em abelhas com silenciamento de dorsal 

As bactérias E. coli e P. larvae foram utilizadas para infecção, por injeção, de 

pupas tratadas com dsRNA. Após a injeção com dsRNA, as pupas ficaram por três dias 

em estufa e, então, foram infectadas. As bactérias suspensas em água foram usadas 

para infecção que foi feita mergulhando-se um alfinete entomológico nesta solução e 

picando o abdômen da abelha. Para ambas inoculações, 15 abelhas foram infectadas e o 

grupo controle não recebeu qualquer tipo de tratamento. Após 5 ou 48 horas, e oito a 

nove pupas foram coletadas individualmente para posterior análise. 

  

3.2- Bactéria no alimento 

 Para infecção por alimentação nos experimentos de genes de resposta imune, 

abelhas recém-emergidas foram colocadas em caixinhas de madeira contendo alimento 

feito de pólen (30%) e açúcar (70%), e uma solução de água com bactéria Serratia 

marcescens ou Micrococcus luteus em uma concentração de 102 bactérias/µl. As abelhas 

controles receberam o alimento de pólen e açúcar, e água sem bactéria. As coletas foram 

feitas após 6, 12, 48 e 72 horas. Coletou-se hemolinfa e abdômen sem intestino e foram 

feitas duas (48 e 72 horas) ou três (6 e 12 horas) amostras a cada coleta sendo que cada 

amostra foi representativa de dois (6 e 12 horas) ou três (48 e 72 horas) indivíduos.  

A susceptibilidade de abelhas adultas injetadas com dsRNA de proPO foi 

analisada após infecção de S. marcescens em abelhas previamente injetadas com 

dsRNA de proPO ou água livre de nuclease. As injeções de dsRNA de proPO, dsRNA de 

GFP ou água foram feitas imediatamente após emergência, e as abelhas foram 

alimentadas com bactérias do terceiro ao oitavo dia de vida adulta. Durante os oito dias, 

as abelhas foram mantidas em estufa dentro de caixinhas de madeira, a 34oC e 80% de 

umidade relativa, onde receberam uma dieta com 30% de pólen e 70% de açúcar, e água 

contendo bactéria (102 bactérias/ µl em uma suspensão de 1% de açúcar). As abelhas 
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mortas foram contadas e removidas diariamente, para posterior construção da curva de 

sobrevivência Cox (descrito no item Análise estatística). 

Nos experimentos envolvendo diferentes tipos de alimentação e infecção via 

ingestão, abelhas recém-emergidas foram colocadas em caixinhas de madeira contendo, 

cada uma, diferentes tipos de alimentos (descritos no item Alimentação diferencial) e uma 

solução de água com bactéria S. marcescens em uma concentração de 102 bactérias/µl 

por quatro dias e 103 bactérias/µl por dois dias. As abelhas controles receberam água 

sem bactéria. As coletas de hemolinfa e abdômen sem intestino (em 500  µl de Trizol) 

foram feitas após seis dias. Foram coletadas 12 abelhas de cada grupo, sendo que 

quatro formaram um pool. Assim, cada grupo foi representado por três amostras 

contendo 12 abelhas no total.  

 Para a avaliação de sobrevivência das abelhas provenientes da colônia típica ou 

da single-cohort, dos experimentos de imuno-senescência, cerca de 30 as abelhas de 

cada grupo (recém-emergidas, nutridoras e forrageiras) foram alimentadas com uma 

solução de 102 bactérias/µl de S. marcescens e mantidas em caixinhas por 8 a 10 dias. A 

alimentação com bactéria foi feita apenas nos dois ou três primeiros dias. Diariamente, as 

abelhas mortas foram retiradas e computadas para posterior construção do gráfico de 

sobrevivência (Kaplan-Meier, descrito no item Análise estatística). 

 

4- Alimentação diferencial 

Para os experimentos de imunidade em abelhas alimentadas com diferentes 

dietas, abelhas recém-emergidas foram mantidas em estufa e divididas em grupos com 

três tipos de alimentação diferentes: xarope (50% de açúcar em água), beebread (30% 

de pólen coletado das colônias em 70% de xarope) e geléia real (30% de geléia real em 

70% de xarope). Destas abelhas um grupo recebeu água com a bactéria S. marcescens 

(como descrito anteriormente) e o outro grupo recebeu somente água.  
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5- Purificação do RNA total e síntese de cDNA 

O RNA total de todos experimentos foi isolado utilizando-se 1 ml ou 500 µl de 

reagente Trizol e o protocolo de extração utilizado foi o recomendado pelo fabricante. No 

experimento de silenciamento de proPO, para que o RNA ficasse mais puro, sem diminuir 

muito a quantidade, à metodologia do Trizol foi adicionada a extração por colunas. 

Rapidamente, após a centrifugação da mistura de Trizol com o clorofórmio, segundo 

instruções do fabricante, adicionou-se etanol 70% ao sobrenadante. Desta mistura o RNA 

total foi purificado utilizando-se o RNeasy® Mini Kit (Qiagen), segundo instruções do 

fabricante. Em alguns experimentos, a fase contendo proteína (fase rosa do Trizol, depois 

do sobrenadante, contendo o RNA, ter sido retirado) foi estocada a -80ºC para posterior 

purificação de proteína. O RNA obtido foi ressuspenso em água tratada com 

dietilpirocarbonato (DEPC) 0,1% para evitar degradação. O RNA total foi tratado com 

DNAse da Invitrogen (1 µl de DNAse diluída 10 vezes em água DEPC 0,1%) por 40 min a 

37oC e 15 min a 70oC para inativação da enzima. Após tratamento com DNase, o RNA foi 

quantificado em espectrofotômetro GeneQuant RNA/DNA Calculator ou NanoDrop (ND-

1000). Considerou-se que uma unidade de absorbância neste comprimento de onda 

correspondia a 40 µg/ml de RNA. Quando necessário, as amostras foram armazenadas a 

-80ºC. 

RNA total (1 a 3 µg) e oligo-dT(12-18) foram usados para a síntese do cDNA através 

da metodologia da SuperScript II (Life Technologies). Exceto para o experimento de 

silenciamento de dorsal, onde utilizou-se cerca de 8 µl de RNA total para a síntese de 

cDNA. 

 

6- Quantificação de transcritos 

A quantificação de RNA mensageiro de diversos genes envolvidos na resposta 

imune de abelhas foi feita por real-time RT-PCR ou RT-PCR semiquantitativa. Para estas 

metodologias foram usados primers desenhados sobre a seqüência de peptídeos 

antimicrobianos e de outros genes relacionados à imunidade (Tabela II). Os primers 
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foram desenhados para amplificação de fragmentos de até aproximadamente 150 pares 

de bases para o uso em real-time RT-PCR. 

 

Tabela II - Seqüências sense e antisense dos primers dos genes endógenos (E), de peptídeos (P) 

e de outros genes relacionados à resposta imune tais como genes efetores (EF), de sinalização 

intracelular (S), de reconhecimento de patógenos (RP), de proteínas de estocagem (PE) e da via 

de sinalização da insulina (SI). As seqüências desses genes estão depositadas no GenBank ou o 

GB foi utilizado a partir da anotação do genoma (Honey Bee Genome Sequencing Consortium, 

2006).  

Gene 
Categoria 
(função 

do gene) 

Número de 
acesso 

GenBank ou 
GB 

Primer 
Tamanho 

do 
amplicon 

actina E AB023025 

Sense- 
5’TGCCAACACTGTCCTTTCTG3’ 

Antisense- 
5’AGAATTGACCCACCAATCCA3’ 

156 pb 

actina 
(usada nos 

experimentos de 
silenciamento 

dorsal) 

E AB023025 

Sense- 
5’TTGTATGCCAACACTGTCCTTT3’ 

Antisense- 
5’TGGCGCGATGATCTTAATTT3’ 

120 pb 

ribosomal protein 
49 

(rp49) 
E AF441189 

Sense- 
5’CGTCATATGTTGCCAACTGGT3’ 

Antisense- 
5’TTGAGCACGTTCAACAATGG3’ 

150 pb 

abaecina P U15954 

Sense-
5’GCACTACTCGCCACGATATG3’ 

Antisense-
5’GGCCATTTAATTTTCGGATTG3’ 

125 pb 

abaecina 
(usada nos 

experimentos de 
silenciamento 

dorsal) 

P AF442147 

Sense-
5’CAGCATTCGCATACGTACCA3’ 

Antisense-
5’GACCAGGAAACGTTGGAAAC3’ 

69 pb 

defensina-1 
(referido como 

defensina no texto) 
P U15955 

Sense-
5’CTGCACCTGTTGAGGATGAA3’ 

Antisense-
5’GCGCAAGCACTGTCATTAAC3’ 

127 pb 

defensina-1 
(usada nos 

experimentos de 
silencimento de 

dorsal) 

P U15955 

Sense- 
5’TGCGCTGCTAACTGTCTCAG3’ 

Antisense- 
5’AATGGCACTTAACCGAAACG3’ 

119 pb 

hymenoptaecina P U15956 

Sense-
5’GTCGTCCATCCTTGGACATT3’ 

Antisense-
5’TTTCCCAAACTCGAATCCTG3’ 

134 pb 

profenoloxidase 
(proPO) 

EF AY242387 

Sense-
5’AGATGGCATGCATTTGTTGA3’ 

Antisense-
5’TTGCGTTGTTGATTGGTTGT3’ 

131 pb 

transferrina 
(trf) 

EF AY336529 

Sense-
5’GATGGCAAAGGAGACGTAGC3’ 

Antisense- 
5’GTTCCAGTCCCAAGTTGCAT3’ 

144 pb 
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dorsal -1A 
(dl 1-A) 

S AY268030 

Sense-
5’TTGTATCCGATGGCAACAAC3’ 

Antisense-
5’TGAGGTGATGGTTGTGATTGA3’ 

140 pb 

dorsal-1B 
(dl 1-B) 

S AY268031 

Sense-
5’TGGAAGGAGATGAAACACCA3’ 

Antisense- 
5’TCTTTCCATCTTCCACAGGA3’ 

144 pb 

cactus-2 (IkB) 
(referido como 

cactus no texto) 
S GB13520-RA 

Sense- 
5’ACGCCAGAGAAGGATTAGCA3’ 

Antisense- 
5’CCGTCTGATATGCGGTTTTC3’ 

144 pb 

relish S GB13742-RA 

Sense- 
5’GGAGCTGATCCAAATCGAAC3’ 

Antisense- 
5’AGTGGCATCCATCCATCATT3’ 

146 pb 

PGRP-S3 
(referido como 

PGRP no texto) 
S GB17879-RA 

Sense- 
5’ATACGAAGGTTGTGGCTGGA3’ 

Antisense- 
5’TGTGCAGCATTTAGCATTTTG3’ 

129 pb 

GNBP-1 
(referido como 

GNBP no texto) 
S GB19961-RA 

Sense- 
5’GTGGATGGCAAAGAATTTGG3’ 

Antisense- 
5’TCCCATCAGGAAATACACGA3’ 

148 pb 

lipoforina I/II 

(lp I) 
PE XM_392490 

Sense- 
5’AGCGAAGAGGATCGCAGATA3’ 

Antisense- 
5’AACCCTTCGTTCCTCCTTTC3’ 

149 pb 

lipoforina III 

(lp III) 
PE GB20117-RA 

Sense- 
5’TCTGACAAAGCTGCGAAATC3’ 

Antisense- 5’-
AGTTGCGGCAGTTTGAAGTT-3’ 

138 pb 

vitelogenina 
(vg) 

PE AJ517411 

Sense-
5’GCAGAATACATGGACGGTGT3’ 

Antisense- 
5’GAACAGTCTTCGGAAGCTTG3’ 

146 pb 

hexamerina 70a 
(hex 70a) 

PE GB15552-RA 

Sense-
5’GCTGGTATCTGAATCACGATT3’ 

Antisense- 
5’CACGATAATCCGGCAATTCG3’ 

148 pb 

bombyxina SI GB10174-RA 

Sense- 
5’GGAGAGGATGATTATATGGCATT3’ 

Antisense- 
5’CCTTTAGAGTTTCTTCGAAATCGT3’ 

107 pb 

peptídeo do tipo 
insulina 

SI GB17332-RA 

Sense- 
5’TGCAAGGGTCGTGGATACAAC3’ 

Antisense- 
5’TCAAGCTGAGCATAGCTGCA3’ 

119 pb 

 

 

6.1- Real-time RT-PCR 

O cDNA diluído 5 ou 10 vezes foi usado para análise por real-time RT-PCR. A 

detecção da amplificação foi feita com o uso de SYBR® Green I Dye (Applied Biosystems) 

e do aparelho ABI PRISM® 7500 Sequence Detection System (SDS) (Applied 

Biosystems). Para isto, utilizou-se 12,5 µl do SYBR Green PCR Master Mix; 1 µl de cada 
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primer 10 µM; 1 µl de cDNA (diluído 10 vezes); 9,5 µl de água Milli-Q autoclavada. Cada 

amostra foi amplificada duas ou três vezes e a qualidade da amplificação foi analisada 

pela curva de dissociação. Na quantificação de transcritos nos experimentos de 

silenciamento de dorsal utilizou-se a metodologia de SYBR® Green I Dye, mas a real-

time PCR foi feita com componentes separados: 0,6 U de Taq com seu tampão 10x 

(Roche Applied Science); 0,8 mM dNTP mix; 4 µM de cada primer; 2 mM Rox (Invitrogen); 

0,04 µl de SYBR® Green I Dye (10.000x concentrado em DMSO- Molecular Probes - 

Invitrogen); 1 µl de cDNA (diluído 5 vezes) para um volume de reação de 20 µl. 

A quantificação dos transcritos do gene alvo foi calculada a partir da diferença dos 

valores de Ct (threshold PCR cycle) em relação aos transcritos dos genes endógenos, 

actina ou rp49, de acordo com instruções do User Bulletin #2 (Applied Biosystem). 

Primeiramente são feitas as médias dos Ct das duas ou três leituras de cada amostra, 

tanto do gene alvo quanto do gene endógeno. De cada amostra, subtrai-se o valor da 

média de Ctgene alvo do Ctgene endógeno, obtendo-se o ∆Ct. Posteriormente escolhe-se um ∆Ct 

que corresponda a um calibrador e normalizam-se todos valores subtraindo pelo ∆Ct 

escolhido. Obtemos então, o ∆∆Ct. Finalmente, o valor final de quantificação relativa é 

dado pelo 2-∆∆Ct, onde o calibrador ou amostra padrão escolhida é igual a um.  

Esta metodologia foi também utilizada nos experimentos de silenciamento de 

proPO e dorsal (genes e isoformas) para se verificar a diminuição de transcritos nas 

abelhas injetadas com dsRNA e seus respectivos controles. Para isto foram desenhados 

primers específicos, para os genes usados para no silenciamento, em uma região fora da 

seqüência utilizada para a construção do dsRNA. Os primers estão descritos na Tabela III. 
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Tabela III - Seqüências sense e antisense dos primers utilizados na verificação de silenciamento 

por RNA de interferência.  

Gene 

Número de 
acesso 

GenBank ou 
GB 

Primer 
Tamanho 

do 
amplicon 

profenoloxidase AY242387 

Sense-
5’AGATGGCATGCATTTGTTGA3’ 

Antisense-
5’TTGCGTTGTTGATTGGTTGT3’ 

131 pb 

dorsal -1A 
 

AY268030 

Sense- 
5’ACAGGCAGAAGCTGAGAAGC3’ 

Antisense- 
5’TTGCCATCGGATACAAGGAT3’ 

143 pb 

dorsal 1-B  AY268031 

Sense- 
5’AGGCCTGCTTTCTGGTCTTT3’ 

Antisense-  
5’CGCGGAAATTTCGGAGTAAC3’ 

122 pb 

dorsal 2 
 

GB18032-RA 

Sense- 5’-
TCGTTAAAACGAAAGAAACGA3’ 

Antisense-
5’TCCGACTGAAGAACATTCAAA3’ 

126 pb 

 

 

6.2- RT-PCR semiquantitativa 

Para quantificação por RT-PCR semiquantitativa, o cDNA foi diluído 10 vezes e a 

PCR foi padronizada de acordo com as concentrações das amostras e especificações 

dos primers. Os genes analisados por esta metodologia foram: PGRP (PGRP-S3), GNBP 

(GNBP-1), cactus (cactus-2) e relish. As PCRs foram feitas com 25 ciclos de 94oC por 30 

seg; 60oC por 30 seg; 72oC por 30 seg. Para as análises utilizamos rp49 como controle 

endógeno. O produto da PCR foi visualizado após eletroferese em gel de agarose 1% em 

tampão TBE (tris-borato-EDTA), e corado com brometo de etídio. As intensidades das 

bandas foram medidas através de densitometria pelo programa Kodak 1D Image Analysis. 

 

7- Purificação de proteínas e quantificação de proteínas 

As proteínas foram purificadas do reagente Trizol após a purificação do RNA total. 

O protocolo de extração utilizado foi o recomendado pelo fabricante. O pellet de proteína 

foi ressuspenso em SDS 1%. A concentração de proteína nas amostras foi determinada 

com o uso de ácido bicinconínico de acordo com a metodologia de Smith et al. (1985). 
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Após um intervalo de 30 min a 37oC, procedeu-se a leitura em espectrofotômetro a 562 

ηm. As proteínas foram utilizadas em gel de SDS-PAGE ou Western blot. 

 

8- Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Tanto para a análise qualitativa do perfil protéico quanto para posterior análise por 

Western blot, as proteínas da hemolinfa ou proteínas purificadas do abdômen utilizando-

se reagente Trizol, foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 7,5%, 

segundo Laemmli (1970). Para análise de perfil protéico foi usado para os géis 1 µl de 

hemolinfa diluída 10 vezes, e 5 µg de proteína para Western blot. Os géis de perfil 

protéico foram impregnados com nitrato de prata, de acordo com o método proposto por 

Caetano-Anollés & Gresshoff (1994). 

  

9- Western blot 

 As proteínas (5 µg) depois de separadas por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 

7,5% foram transferidas para membranas de PVDF (Immun-Blot™ PVDF Membrane for 

Protein Blotting). Seguiu-se, então, a marcação com anticorpo primário contra proteínas 

do ovo de A. mellifera desenvolvido em coelho (Bitondi & Simões, 1996) diluído 1:2500 

ou contra Hexamerina 70a na diluição de 1:3000. O anticorpo secundário diluído 1:12000 

(anti-rabbit IgG) usado, assim como o sistema de detecção, foi do kit ECL™ Western 

Blotting Analysis System (Amersham Biosciences). 

 

10- Atividade da Fenoloxidase 

A atividade da Fenoloxidase foi quantificada em hemolinfa de operárias adultas 

injetadas com 10 µg de dsRNA de proPO e seus controles injetados com água livre de 

nuclease. Os experimentos foram feitos a partir de uma típica mistura de reação 

contendo 2 µl de hemolinfa; 0,01 M de cacodilato de sódio pH 7,0; 0,2 U de tripsina e 20 

mM de dopamina em um volume final de 100 µl. Primeiramente foram misturados a 
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hemolinfa, o tampão cacodilato e a tripsina, e após 10 minutos adicionou-se a dopamina. 

A absorvância foi medida a 490 ηm durante 60 minutos. 

  

11- Radioimunoensaio (RIA) para hormônio juvenil 

 A quantificação de hormônio juvenil nas abelhas da colônia single-cohort foi feita 

através da metodologia de RIA, utilizando-se o método de extração do hormônio juvenil a 

partir da hemolinfa (Huang et al., 1994). Rapidamente, 2-3 µl de hemolinfa foram 

colocados em 500 µl de acetonitrila em tubos de vidro, misturadas e centrifugadas (7500 

rpm a 4oC por 3 minutos). Ao sobrenadante foi adicionado 1 ml de NaCl 0,9% e 1 ml de 

hexano. Esta mistura foi cuidadosamente agitada e mantida em gelo por 10 minutos. Em 

seguida, as amostras foram centrifugadas (7500 rpm a 4oC por 5 minutos) e tiveram o 

sobrenadante (fase hexano) transferido para novos tubos, e o procedimento foi repetido 

duas vezes. Assim, 3 ml de hexano mais o hormônio juvenil presente no tubo foram 

secos utilizando-se centrifugação a vácuo (SpeedVac). O resíduo foi, então, dissolvido 

em 75 µl de tolueno, e antes de começar o radioimunoensaio as amostras foram secas.  

 Para a construção da curva padrão, foram usados 0,5; 1; 2; 5; 10; 50 e 100 µl de 

solução de hormônio juvenil III (HJ III; 100 ng/ml de etanol), e secos. Aos tubos das 

amostras e da curva padrão, foram acrescentados 50 µl de solução tracer (solução de 3H-

HJ III com atividade de 6500 cpm por 50 µl de tampão fosfato 0,1 M; pH 7,2 e 0,02% de 

azida sódica). O HJ III foi usado como um ligante não-radioativo. O procedimento de RIA 

foi feito seguindo-se o protocolo estabelecido por Goodman et al. (1990). Os títulos de 

hormônio juvenil foram expressos como HJ III (pg/µl de hemolinfa) 

 

12- Alinhamento de seqüências 

 Para as análises de Dorsal, tanto as seqüências de nucleotídeos quanto às de 

proteínas adquiridas em bancos de dados foram alinhadas utilizando-se o algoritmo de 

alinhamento múltiplo Clustal W (1.83). 
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13- Análise estatística 

 O teste utilizado nas análises de quantificação de transcritos foi Anova-One-Way 

seguido do teste de Student-Newman-Keuls ou Tukey para as comparações aos pares 

com o uso do programa MedCalc 8.2.1.0, JMP 3.2.6 ou SigmaStat 2.0. Nas amostras de 

injeção as comparações foram feitas entre as coletas (0, 3 e 12h) de cada gene. Nas 

amostras de infecção por alimentação, as análises foram feitas entre os grupos (controle, 

Sm e Ml, que eram comparáveis) por coleta (6, 12, 48 e 72h). O mesmo procedimento foi 

adotado em experimentos em que as coletas foram simultâneas, como as análises das 

amostras Si (sem injeção), H2O (injeção com água), Sm (injeção com S. marcescens) e 

Ml (injeção com M. luteus) com relação aos transcritos de defensina e proteínas de 

estocagem. Com relação aos experimentos de imuno-senescência, os testes foram feitos 

comparando-se o tratamento e o controle de cada grupo de abelhas. 

 No experimento de silenciamento de proPO, os níveis de expressão de abelhas 

individuais injetadas com dsRNA de proPO foram analisados utilizando-se um teste 

estatístico numérico no Matlab 6.5. Neste teste, as médias e desvios da distribuição do 

controle foram usados para simular uma distribuição normal. Cada distribuição foi 

representada por mil valores e os valores individuais de expressão das abelhas injetadas 

com dsRNA de proPO foram comparados à distribuição da simulação do controle. Uma 

abelha injetada com dsRNA de proPO foi, desta maneira, considerada com diminuição 

significativa de transcritos de 5% (p<0,05) se seu valor de expressão foi igual ou menor 

que 5% dos valores obtidos da distribuição do controle. Teste do qui-quadrado (p<0,05, 

Sigma Stat 3.1) foi usado pra se comparar o número de abelhas com melanização da 

hemolinfa do grupo tratado com o grupo controle. 

Para análise e construção das curvas de sobrevivência foi utilizado método de 

Kaplan-Meier do programa MedCalc 8.2.1.0., exceto para as análises de sobrevivência 

nos experimentos de silenciamento de profenoloxidase em que se aplicou o teste de 

sobrevivência Cox do programa Statistica 6.0. 
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1- Genes de resposta imune em abelhas infectadas por bactérias 

 A análise de expressão de genes preditos como participantes da via de 

sinalização intracelular Toll e Imd em A. mellifera foi feita a partir do estudo em abelhas 

infectadas com bactérias do tipo Gram-positiva representada por Micrococcus luteus e 

Gram-negativa, por Serratia marcescens. Para tal, foram realizadas duas estratégias de 

infecção: por injeção das bactérias diretamente na hemocele e pela alimentação, em que 

as bactérias atravessam o aparelho digestório atingindo a hemocele. Nestes 

experimentos foram avaliadas três categorias de genes: os codificadores de proteínas 

efetoras (peptídeos antimicrobianos, transferrina, profenoloxidase) de sinalização 

intracelular (dorsal 1-B, cactus e relish) e de reconhecimento de microorganismos (PGRP 

e GNBP). 

 

1.1- Infecção por injeção 

 Foram feitos três experimentos com injeção: 1- injeção com água, ou seja, injúria; 

2- injeção com M. luteus; e 3- injeção com S. marcescens. Em todos os experimentos 

foram coletadas amostras após 3 e 12 horas e estas comparadas às amostras de 0 horas, 

sendo o controle sem injeção.  

 Abelhas recém-emergidas receberam injeção de água para verificarmos o efeito 

da injúria na expressão de genes relacionados à resposta imune. A injúria foi capaz de 

aumentar a quantidade de transcritos dos peptídeos. A expressão de abaecina e 

defensina aumentou após 3 e 12 horas (ANOVA; p<0,05; n=3), já a expressão de 

hymenoptaecina foi maior somente após 12 horas de injúria (ANOVA; p<0,05; n=3) 

(Figura 3A). O aumento de expressão após 12 horas com relação à 0 horas foi de cerca 

de: 52,5 vezes para abaecina, 10,3 para hymenoptaecina e 117,9 para defensina (Tabela 

IV). 

Em abelhas injetadas com a bactéria Gram-positiva M. luteus, foi observado 

aumento na quantidade de transcritos de todos os peptídeos após 12 horas de 

tratamento, e aumento de expressão de abaecina e defensina após 3 horas (ANOVA; 
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p<0,05; n=3). A quantidade de transcritos de abaecina foi cerca de 88,7 vezes maior em 

12 horas (ANOVA; p<0,05; n=3), de hymenoptaecina foi de 18,6 vezes (ANOVA; p<0,05; 

n=3) e defensina, 92,7 vezes (ANOVA; p<0,05; n=3) (Figura 3B, Tabela IV). 

O efeito da injeção de uma bactéria Gram-negativa S. marcescens foi analisado 

através da expressão dos genes dos peptídeos Abaecina, Hymenoptaecina e Defensina, 

quando analisados separadamente. Os genes destes peptídeos antimicrobianos 

apresentaram maior expressão após 3 e 12 horas de infecção (ANOVA; p<0,05; n=3) 

(Figura 3C). O número de vezes de aumento de expressão após 12 horas foi de cerca de: 

433,5 para abaecina, 187,2 para hymenoptaecina e 427 para defensina (Tabela IV). 

Entre os outros genes efetores nas amostras de abelhas que receberam somente 

injeção de água, os níveis transcritos da profenoloxidase não alteraram (ANOVA; p=0,516; 

n=2), mas houve aumento de expressão da transferrina (ANOVA; p<0,05; n=3) em 

abelhas com 12 horas de injúria. O fator de transcrição dorsal 1-B também teve maior 

transcrição após 12 horas (ANOVA; p<0,05; n=2) (Figura 4A). 

 Em abelhas infectadas com M. luteus, os níveis de transcritos de transferrina 

aumentaram com este tipo de tratamento (12 horas após tratamento, ANOVA; p<0,05; 

n=3), mas nenhuma alteração significativa foi observada para os níveis de transcritos de 

dorsal 1-B (ANOVA; p=0,329; n=2) e profenoloxidase (ANOVA; p=0,127; n=2) (Figura 4B). 

A análise destes mesmos genes, em abelhas injetadas com S. marcescens, 

mostrou o mesmo perfil observado com a infecção por M. luteus, ou seja, houve aumento 

somente na quantidade de transcritos da transferrina (ANOVA; p<0,05; n=3), enquanto 

que os níveis de transcritos de dorsal 1-B e profenoloxidase não apresentaram alteração 

significativa, apesar dos níveis de transcritos do gene desta enzima se apresentarem 

menor após infecção com S. marcescens (Figura 4C). 

Com relação aos outros genes de sinalização (cactus e relish) e de 

reconhecimento de microorganismos (PGRP e GNBP), somente os níveis de transcritos 

de cactus foram maiores em 3 e 12 horas em abelhas que sofreram injúria (ANOVA; 

p<0,05; n=3) (Figura 5A). 
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 Quando estes mesmos genes foram analisados em abelhas com infecção por M. 

luteus, observou-se que a quantidade de transcritos de GNBP, cactus e relish aumentou 

(ANOVA; p<0,05; n=2). Este aumento foi em abelhas com 3 horas (GNBP e cactus) e 12 

horas (GNBP, cactus e relish) de tratamento (Figura 5B). 

 Em abelhas infectadas com bactérias S. marcescens, ocorreu regulação positiva 

somente dos genes cactus (após 3 e 12 horas) e relish (após 12 horas) (ANOVA; p<0,05; 

n=2) (Figura 5C). 
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Figura 3- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de abaecina (ab), 

hymenoptaecina (hy) e defensina (df) em abelhas Apis mellifera recém-emergidas injetadas com 

água (A), injetadas com Micrococcus luteus – Gram-positiva (B) e injetadas com Serratia 

marcescens – Gram-negativa (C). Foi usada actina como controle endógeno. O gráfico foi gerado 

a partir de quantificação de três amostras (n=3). Cada amostra representa quatro indivíduos. 

Gráfico: média + erro padrão. Asterisco: representa grupo com expressão significantemente 

diferente (p<0,05) entre as coletas (0, 3 e 12h). Letras: diferenças estatísticas entre as coletas 

(p<0,05). 
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Figura 4- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de profenoloxidase (proPO), 

dorsal 1-B (dl 1-B) e transferrina (trf) em abelhas Apis mellifera recém-emergidas injetadas com 

água (A), injetadas com Micrococcus luteus – Gram-positiva (B) e injetadas com Serratia 

marcescens – Gram-negativa (C). Foi usada actina como controle endógeno. O gráfico foi gerado 

a partir de quantificação de duas ou três amostras (n=2 ou 3). Cada amostra representa quatro 

indivíduos. Gráfico: média + erro padrão. Asterisco: representa grupo com expressão 

significantemente diferente (p<0,05) entre as coletas (0, 3 e 12h). Letras: diferenças estatísticas 

entre as coletas (p<0,05). 



Resultados 

 

45 

 
Figura 5- Quantidade relativa por RT-PCR semiquantitativa de transcritos de PGRP, GNBP, 

cactus e relish em abelhas Apis mellifera recém-emergidas injetadas com água (A), injetadas com 

Micrococcus luteus – Gram-positiva (B) e injetadas com Serratia marcescens – Gram-negativa (C). 

Foi usado rp49 como controle endógeno. O gráfico foi gerado a partir de densitometria da imagem 

no gel das bandas das duas amostras de cada coleta (0h, 3h e 12h). Cada amostra representa 

quatro indivíduos. Gráfico: média + erro padrão. Asterisco: representa grupo com expressão 

significantemente diferente (p<0,05) entre as coletas (0, 3 e 12h). Letras: diferenças estatísticas 

entre as coletas (p<0,05). 
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Como os experimentos de injeção de água e de bactérias foram feitos 

separadamente e em períodos distintos, as abelhas controles (0 horas) apresentaram 

variação na quantidade de transcritos dos genes aqui analisados (Figura 3-5), muito 

provavelmente por diferenças nas linhagens ou condições distintas das colônias. Assim, 

para se avaliar alteração na expressão gênica de abelhas infectadas, foi feita uma 

comparação entre as amostras de 3 e 12 horas com seu respectivo controle de 0 horas. 

Na Tabela IV tem-se, assim, uma comparação entre os tratamentos (injúria, M. luteus e S. 

marcescens) com relação ao aumento de transcrição dos genes. O número de vezes do 

aumento de expressão dos genes foi calculado a partir das médias de expressão gênica 

de abelhas tratadas após 3 e 12 horas com relação a 0 horas. Em 12 horas de tratamento 

foi o período que se pôde observar maior aumento na quantidade de transcritos. Este 

aumento de transcrição pôde ser claramente constatado para os peptídeos, sendo que os 

tratamentos com bactérias proporcionaram, de maneira geral, maior aumento de 

transcrição dos genes abaecina, hymenoptaecina e defensina, com relação às abelhas 

que sofreram somente injúria. A quantidade de transcritos do gene PGRP e proPO não 

alterou significantemente em nenhum dos tratamentos. Em relação ao gene da 

transferrina, os tratamentos com bactéria também provocaram maior aumento na 

transcrição após 12 horas, quando comparado com os resultados da injúria. Neste caso, 

a infecção com S. marcescens provocou maior reposta da abelha ao ativar a transcrição 

de transferrina. A quantidade de transcritos de cactus, apesar do aumento de transcrição 

nos três tipos de tratamento, foi maior em abelhas injetadas com água somente. O gene 

GNBP apresentou aumento em transcrição somente após tratamento com bactéria Gram-

positiva (M. luteus). Já a quantidade de transcritos de relish foi maior em abelhas tratadas 

com os dois tipos bactérias. 
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Tabela IV- Quantidade de transcritos após tratamento (abelhas injetadas com água – injúria, M. 

luteus – Ml ou S. marcescens – Sm). Os números representam a expressão, em vezes, após 3 e 

12 horas do tratamento relacionado com o grupo de abelhas não injetadas (0 horas). Para os 

cálculos foram utilizados os valores das médias. Em destaque: grupos que tiveram aumento 

significativo na quantidade de transcritos (ANOVA; p<0,05). Genes: abaecina (ab), 

hymenoptaecina (hy), defensina (df), profenoloxidase (proPO), dorsal 1-B (dl1-B), transferrina (trf), 

PGRP, GNBP, cactus e relish. 

Tratamento ab hy df proPO dl1-B trf PGRP GNBP cactus relish 

Injúria-3h 
Ml- 3h  
Sm- 3h 

8,7 
4,0 
38,5 

2,3 
2,5 
18,4 

33,0 
6,6 
43,3 

0,5 
0,6 
0,7 

1,1 
1,0 
1,2 

1,1 
0,6 
1,2 

0,8 
1,1 
0,9 

0,4 
9,3 
0,4 

5,3 
2,4 
2,8 

1,0 
1,5 
1,1 

Injúria- 12h 
Ml- 12h  
Sm- 12h 

52,5 
88,7 
433,5 

10,3 
18,6 
187,2 

117,9 
92,7 
427,0 

0,9 
0,9 
0,2 

2,1 
1,3 
1,9 

2,5 
3,0 
7,1 

0,9 
1,0 
0,8 

0,4 
16,3 
0,1 

3,9 
2,8 
2,8 

1,3 
1,8 
1,3 
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1.2- Infecção por alimentação 

 Bactérias Gram-positivas M. luteus ou bactérias Gram-negativas S. marcescens 

foram adicionadas ao alimento de abelhas recém-emergidas a fim de se promover 

infecção eliminando, assim, o fator injúria. As coletas das amostras foram feitas após 6, 

12, 48 e 72 horas de tratamento.  

 As análises estatísticas foram feitas dentro de cada período de coleta após a 

infecção. Entretanto, pouco se pôde observar com relação à alteração de transcritos dos 

peptídeos nas abelhas que foram alimentadas com bactérias (Figura 6A-C).  

Nas primeiras horas de infecção, 6 e 12 horas, parece haver aumento na 

quantidade de transcritos dos peptídeos, mas somente os níveis de transcritos de 

defensina aumentaram significantemente após 6 horas de tratamento tanto com M. luteus 

quanto com S. marcescens (ANOVA; p<0,05; n=2) (Figura 6B). Neste caso, o tratamento 

com bactéria Gram-positiva (Ml) causou maior transcrição da defensina que tratamento 

com bactéria Gram-negativa (Sm).  

De maneira geral, observou-se uma diminuição na quantidade de transcritos de 

peptídeos em 48 e 72 horas quando comparados os tratamentos com o controle (Figura 6 

A-C). No entanto, foi observada também uma grande variação entre as amostras, fato 

que poderia explicar uma diferença não significante entre tratamento e controle (ANOVA; 

48 horas: p=0,446; 72 horas: p=0,604; n=2). 

A análise de outros genes envolvidos em resposta imune, como profenoloxidase, 

dorsal 1-B e transferrina, revelou que nenhum dos genes teve alteração significativa na 

quantidade de transcritos (p>0,1; ANOVA; n=2) (Figura 7A-C). Apesar das alterações não 

serem significativas, parece haver aumento nos níveis de transcritos de profenoloxidase e 

transferrina em 6 horas de tratamento. No entanto, os níveis de transcritos de 

profenoloxidase diminuíram bastante em abelhas que foram expostas às bactérias por 

mais tempo, como 48 horas (Figura 7A). O perfil de expressão de dorsal 1-B também 

mudou em abelhas contaminadas por mais tempo, já que com 6 horas a quantidade de 

transcritos diminuiu e com 12 horas, aumentou (Figura 7B).  
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Os transcritos dos genes da via sinalização intracelular PGRP, GNBP, cactus e 

relish também foram quantificados (Figura 8A-C). Somente PGRP apresentou diferença 

após 12 horas de tratamento (ANOVA, p<0,05, n=2) com uma diminuição nos níveis de 

transcritos em abelhas alimentadas tanto com M. luteus quanto com S. marcescens 

(Figura 8A). Porém, os genes GNBP, cactus, e relish merecem maior atenção. De 

maneira geral, os níveis de transcritos de GNBP parecem diminuir com a infecção por 

bactéria, independentemente do tipo de organismo usado para tratamento (Figura 8B). 

Os níveis de transcritos de cactus parecem aumentar nas primeiras horas de tratamento 

com bactéria, mas somente a Gram-positiva (M. luteus) (Figura 8C). Em quase todas as 

coletas, os níveis de transcritos de relish diminuíram após tratamento com qualquer uma 

das bactérias (Figura 8D). No entanto, a variação entre as amostras fez com que as 

diferenças observadas na quantidade de transcritos destes genes não fossem 

estatisticamente significantes. 
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Figura 6- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) abaecina, (B) defensina 

e (C) hymenoptaecina em abelhas Apis mellifera alimentadas com Micrococcus luteus (Ml) ou 

Serratia marcescens (Sm). O controle recebeu água sem bactérias (ct). Foi usado rp49 como 

controle endógeno. Coletas após tratamento: 6, 12, 48 e 72 horas. Os gráficos foram gerados a 

partir de quantificação de duas amostras (n=2). Cada amostra representa 2-3 indivíduos. Gráfico: 

média + erro padrão. Letras: diferenças estatísticas entre os grupos – ct, Ml e Sm – (p<0,05). 
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Figura 7- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) profenoloxidase, (B) 

dorsal 1-B e (C) transferrina em abelhas Apis mellifera alimentadas com Micrococcus luteus (Ml) 

ou com Serratia marcescens (Sm). O controle recebeu água sem bactérias (ct). Foi usado rp49 

como controle endógeno. Coletas após tratamento: 6, 12, 48 e 72 horas. Os gráficos foram 

gerados a partir de quantificação de duas amostras (n=2). Cada amostra representa 2-3 indivíduos. 

Gráfico: média + erro padrão.  
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Figura 8- Quantidade relativa por RT-PCR semiquantitativa de transcritos de (A) PGRP, (B) 

GNBP, (C) cactus e (D) relish em abelhas Apis mellifera alimentadas com Serratia marcescens 

(Sm) ou com Micrococcus luteus (Ml). O controle recebeu água sem bactérias (ct). Foi usado rp49 

como controle endógeno. Os gráficos foram gerados a partir de densitometria da imagem no gel 

das bandas das duas amostras de cada coleta. Cada amostra representa 2-3 indivíduos. Gráfico: 

média + erro padrão.  
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Na Tabela V estão representados os resultados de aumento expressão de todos 

os genes analisados após infecção por via oral da bactéria S. marcescens e da M. luteus, 

em número de vezes após 6, 12, 48 e 72 horas com relação ao controle (não infectado). 

Observou-se, assim, que realmente houve um aumento na quantidade de transcritos da 

defensina em 6 e 12 horas, seguido de uma diminuição em 48 e 72 horas. Os níveis de 

transcritos de PGRP também foram maiores, mas somente nas coletas de 72 horas tanto 

para infecção com S. marcescens quanto com M. luteus. Já os níveis de transcritos de 

GNBP foram maiores para infecção com S. marcescens depois de 72 horas de 

tratamento. A maior diminuição nos níveis de transcritos de cactus e de relish foi 

observada em abelhas que se alimentaram de S. marcescens (48 horas). 

 
 

 

 

 

Tabela V- Aumento de expressão, em vezes, entre tratamento (abelhas alimentadas com M. 

luteus - Ml ou S. marcescens - Sm) e controle (abelha alimentada com água sem bactéria) após 6, 

12, 48 e 72 horas. Genes: abaecina (ab), hymenoptaecina (hy), defensina (df), profenoloxidase 

(proPO), dorsal 1-B (dl 1-B), transferrina (trf), PGRP, GNBP, cactus e relish. Em destaque: grupos 

que tiveram alteração significativa na quantidade de transcritos (ANOVA; p<0,05). 

 

 
 
 

Tratamento ab hy df proPO dl1-B trf PGRP GNBP cactus relish 

Ml- 6h 
Sm- 6h 

0,3 
0,2 

2,2 
1,1 

2,3 
1,9 

1,7 
1,9 

0,7 
0,4 

1,2 
0,8 

0,8 
0,9 

0,6 
0,2 

1,2 
1,0 

0,8 
0,8 

Ml- 12h 
Sm- 12h 

2,0 
2,2 

1,0 
1,1 

2,4 
2,0 

4,6 
4,9 

1,3 
2,1 

0,7 
1,4 

0,6 
0,7 

0,2 
0,2 

1,5 
1,0 

0,9 
0,9 

Ml- 48h 
Sm-48h 

0,04 
0,1 

0,01 
0,08 

0,008 
0,05 

0,04 
0,07 

1,2 
0,9 

0,2 
0,2 

0,9 
0,7 

0,1 
0,2 

1,1 
0,6 

0,9 
0,6 

Ml- 72h 
Sm- 72h 

2,5 
0,9 

11,8 
0,3 

0,6 
0,2 

1,1 
1,1 

1,3 
1,1 

0,7 
0,5 

1,1 
1,1 

0,3 
1,0 

0,9 
0,9 

0,9 
1,0 
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2- Silenciamento de profenoloxidase (proPO) 

 

2.1- Silenciamento de proPO em adultos 

No terceiro dia após a injeção de dsRNA de proPO em abelhas recém-emergidas, 

o RNA total foi isolado e purificado de abdômens individuais e usado para quantificação 

de RNA mensageiro de proPO por real-time RT-PCR. Os níveis de transcritos deste gene 

foram significativamente menores em sete abelhas (43,75%; p<0,05; n=16) injetadas com 

10 µg de dsRNA de proPO, e em dez abelhas (62,5%; p<0,05; n=16) injetadas com 20 µg 

de dsRNA de proPO, quando comparadas com abelhas controles injetadas com água 

(Figura 9A). Desta maneira, a diminuição de expressão de proPO foi bem sucedida e é 

dependente da dose de dsRNA de proPO injetada. Como a injeção de uma dose de 20 

µg levou a uma maior mortalidade (61-80%) que injeção com 10 µg de dsRNA de proPO 

(20%), nós optamos em realizar os experimentos subseqüentes em abelhas adultas 

utilizando-se a menor dose. Com esta dose, a redução da atividade da Fenoloxidase 

também foi significante, sendo que nove de quinze abelhas injetadas com 10 µg de 

dsRNA de proPO (60%; p<0,05) mostraram menor atividade da Fenoloxidase que em 

controles injetados com água (Figura 9B). 

Para confirmar a especificidade do silenciamento da proPO, nós realizamos 

experimentos comparando o efeito de outros dsRNA na expressão de proPO. Para isto, 

foram feitos dois grupos controles injetados com dsRNA: dsRNA de um gene não 

encontrado em abelhas (dsRNA de GFP) e de um gene de Esterase de abelhas (dsRNA 

de JHE) (Figura 9C). Além disso, injetamos também um grupo de abelhas com salina de 

inseto (Ringer). Podemos observar que não houve redução de transcritos da proPO nas 

abelhas que receberam injeção com outro tipo de dsRNA, e sim um significativo aumento 

de transcritos deste gene nos tratamentos com dsRNA (Figura 9C). O número pequeno 

de amostras no experimento realizado com o grupo adicional de dsRNA de GFP dificultou 

a visualização do silenciamento de proPO, mas na Figura 9D podemos observar que 

existe uma redução significativa de 40% (n=5) das abelhas injetadas com dsRNA de 
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proPO quando comparadas ao controle injetado com água. Entretanto, quando usamos o 

grupo injetado com dsRNA de GFP como controle, não observamos silenciamento de 

proPO, mesmo existindo uma tendência à redução nas amostras injetadas com dsRNA 

de proPO. Isto se deve ao fato de que as abelhas injetadas com dsRNA de GFP 

apresentaram grande variação. Observamos com estes resultados que a injeção de 

qualquer dsRNA causa aumento nos níveis de transcritos de proPO. Todavia, de maneira 

geral, somente injeção com dsRNA de proPO causou redução significativa na quantidade 

de transcritos de proPO, confirmando, assim, sua especificidade.  

Estes resultados, que mostram a redução nos níveis de transcritos de proPO e da 

atividade enzimática em abelhas injetadas com dsRNA de proPO, possibilitaram o uso 

deste protocolo para o teste de função deste gene na resposta imune de adultos.  
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Figura 9- (A) Quantidade relativa de transcritos de profenoloxidase em abelhas adultas injetadas 

com 10 ou 20 µg de dsRNA de proPO (dsPO), ou água (controle). (B) Atividade da Fenoloxidase 

em abelhas injetadas com 10 µg dsRNA em comparação com controle. (C) Quantidade relativa de 

transcritos de profenoloxidase em abelhas adultas injetadas com 1 µg of dsRNA (dsRNA de GFP- 

dsGFP- ou dsRNA de JHE- dsJHE) ou com salina de inseto (Ringer), ou água (controle). (D) 

Quantidade relativa de transcritos de profenoloxidase em abelhas adultas injetadas com 10 µg de 

dsRNA de GFP (dsGFP), proPO (dsPO), ou água (controle). Injeção de dsRNA foi feita em 

abelhas recém-emergidas, e transcritos de profenoloxidase e a atividade da Fenoloxidase foram 

medidos após três dias de injeção (em A e B), ou após seis dias (em C). Asteriscos em A e B 

representam significativa redução nos transcritos de profenoloxidase e da atividade da 

Fenoloxidase (p<0,05). Em C, o asterisco representa aumento significativo na quantidade de 

transcritos de profenoloxidase. 
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2.2- Susceptibilidade de abelhas adultas tratadas com dsRNA de proPO seguida de 

infecção por bactéria 

A importância do gene codificador da proPO em resposta à infecção bacteriana foi 

avaliada em abelhas recém-emergidas injetadas com 10 µg de dsRNA de proPO, e 

subseqüentemente alimentadas com suspensão de bactérias S. marcescens do terceiro 

ao oitavo dia de vida adulta. A susceptibilidade à infecção foi, então, analisada através do 

monitoramento da sobrevivência das abelhas. A curva de sobrevivência, dos grupos 

injetados com dsRNA de proPO ou água, foi construída a partir de dois experimentos 

independentes, sendo que no total, 38 abelhas foram injetadas com dsRNA de proPO e 

infectadas, e 57 abelhas foram injetadas com água e infectadas (Figura 10A). A 

sobrevivência do grupo controle foi significantemente alto quando comparado ao grupo 

injetado com dsRNA de proPO (Cox´s F62,54 =1,61, p=0,037). Aparentemente, o efeito da 

injeção foi significantemente mais severo em abelhas com silenciamento de proPO que 

no grupo controle. Para verificarmos se a redução em sobrevivência foi de fato uma 

conseqüência da diminuição na quantidade de RNAm de proPO, nós fizemos o mesmo 

experimento de sobrevivência testando o efeito de dsRNA de GFP na sobrevivência de 

abelhas adultas infectadas. Neste caso, a sobrevivência de abelhas injetadas com 

dsRNA de proPO não diferiu significantemente daquelas injetadas com dsRNA de GFP 

(Cox's F32,42 = 1,20, p = 0,9262; Figura 10B). Estes resultados mostram que um dsRNA 

não específico foi tão prejudicial à sobrevivência quanto o dsRNA específico para proPO, 

e, desta maneira, a diminuição de sobrevivência em abelhas injetadas com dsRNA de 

proPO pode não ser atribuída ao silenciamento de proPO.  
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Figura 10- Curvas de sobrevivência de abelhas adultas tratadas com dsRNA e infectadas com 

Serratia marcescens. (A) Porcentagem de sobrevivência de abelhas infectadas após três dias de 

injeção com dsRNA de proPO (dsPO, n=38) ou água (controle, n=57). (B) Porcentagem de 

sobrevivência de abelhas infectadas após três dias de injeção com dsRNA de proPO (dsPO, n=22) 

ou dsRNA de GFP (dsGFP, n=20). As abelhas foram infectadas através da ingestão de S. 

marcescens. Os experimentos duraram seis dias.  
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2.3- Silenciamento de proPO em pupas 

As pupas Pw no sétimo dia após injeção de 20 µg de dsRNA de proPO mostraram 

significante redução (47,06%; p<0,05; n=17) dos níveis de transcritos de proPO (Figura 

11A). Este efeito foi bastante específico, uma vez que a injeção com dsRNA de GFP ou 

dsRNA de um gene encontrado em abelhas, a lacase, não afetou os níveis de transcritos 

de proPO (Figura 11B) apesar de parecer que ocorre um aumento nos níveis de 

transcritos deste gene quando destas abelhas injetadas com dsRNA quando comparadas 

aos controles. Além disso, somente abelhas injetadas com dsRNA de proPO 

apresentaram diminuição significativa na quantidade dos transcritos de proPO quando 

comparadas àquelas que foram injetadas com dsRNA de GFP, apresentando 87,5% (n=8) 

de sucesso no silenciamento (Figura 11C). Podemos observar, ainda, que somente uma 

abelha apresentou redução significativa da quantidade de transcritos de proPO quando 

foi feita a comparação do grupo injetado com dsRNA de proPO ao controle injetado com 

água. Este fato reforça os resultados encontrados em adultos de que a injeção com 

dsRNA de GFP causa aumento na transcrição de proPO, apesar de não ser significativo. 

Como verificamos o silenciamento de proPO em abelhas injetadas com dsRNA de proPO 

com relação ao controle injetado com água ou injetado com dsRNA de GFP, nos 

propusemos investigar a função do gene proPO na resposta imune e pigmentação de 

cutícula em pupas com silenciamento de proPO.  
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Figura 11- (A) Quantidade relativa de transcritos de profenoloxidase em pupas após sete dias de 

injeção de dsRNA de proPO (dsPO-20 µg) ou água (controle). (B) Quantidade relativa de 

transcritos de profenoloxidase em pupas após oito dias de injeção com dsRNA de Lac (dsLac) ou 

dsRNA de GFP (dsGFP-6 µg) ou água (controle). Si: sem injeção. (C) Quantidade relativa de 

transcritos de profenoloxidase em pupas após sete dias de injeção de dsRNA de proPO (dsPO), 

dsRNA de GFP (dsGFP) (dsRNA-20 µg) ou água (controle). As injeções foram feitas em pupas do 

primeiro dia do estágio pupal (Pw). Asteriscos indicam redução significativa na quantidade de 

transcritos de profenoloxidase quando usado como controle o grupo injetado com água, e o 

quadrado indica redução significativa na quantidade de transcritos de proPO quando o grupo 

injetado com dsRNA de GFP foi usado como controle (p<0,05).  
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2.4- Susceptibilidade de pupas tratadas com dsRNA de proPO à infecção por 

bactérias 

A susceptibilidade à infecção foi avaliada em pupas injetadas com 20 µg dsRNA 

de proPO através da ocorrência, ou não, de melanização da hemolinfa. Uma alta 

porcentagem, 91,3% (n=23), de pupas injetadas com dsRNA de proPO mostraram 

hemolinfa sem presença de melanização em resposta à infecção por S. marcescens. No 

entanto, somente 48% (n=25) dos controles (injetados com água) mostraram 

melanização da hemolinfa. Esta diferença foi altamente significante (χ2=8,54; p=0,003) 

(Figura 12A).  

Este experimento foi repetido usando-se dsRNA de GFP como um controle 

alternativo ao de injeção com água. Na Figura 12B pode-se observar que 70% (n=10) das 

pupas injetadas com água responderam a infecção por bactérias ao apresentar a 

hemolinfa melanizada. Como esperado, a resposta por melanização foi muito baixa em 

pupas injetadas com dsRNA de proPO (20%; n=10), mas, surpreendentemente, o mesmo 

ocorreu em pupas injetadas com dsRNA de GFP (11%; n=9). A incapacidade das abelhas 

injetadas com dsRNA de proPO em responder à infecção seria conseqüência da 

participação da Fenoloxidase na melanização da hemolinfa em resposta a infecção por 

bactéria. No entanto, pupas injetadas com dsRNA de GFP também não apresentaram 

hemolinfa melanizada, indicando que esta resposta não é especifica. 

Nós, então, consideramos que a alta dose de dsRNA (20µg) poderia ser muito 

prejudicial, não permitindo a resposta imune através da melanização. Assim, repetimos 

este experimento usando doses mais baixas de dsRNA (5 e 10 µg). Porém, resultados 

semelhantes foram obtidos, ou seja, a melanização da hemolinfa foi observada em 

abelhas controles injetadas com água, mas não em abelhas tratadas com dsRNA, tanto 

dsRNA de proPO quanto dsRNA de GFP (Figura 12C).  
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Figura 12- Inibição da melanização da hemolinfa em resposta a infecção com S. marcescens em 

pupas com proPO silenciado. Pupas do primeiro estágio pupal (Pw) foram injetadas com água ou 

dsRNA, e no oitavo dia foram infectadas com S. marcescens. O escurecimento da hemolinfa foi 

observado seis horas após infecção. (A) Pupa injetada com água (controle) ou dsRNA de proPO 

(dsPO-20 µg). A melanização da hemolinfa é observada através da cutícula corporal da pupa 

controle 1, evidenciando a resposta à infecção, embora algumas pupas (pupa controle 2, como 

exemplo) não produziram melanina em resposta à infecção (48%; n=25). A melanização da 

hemolinfa foi inibida em pupas injetadas com 20 µg e, posteriormente, infectadas (91,3%; n=23). 

Ao se comparar a pupa controle 2, pode-se observar que o grau de melanização da hemolinfa não 

se alterou em seis horas de infecção, mostrando que a melanização do controle 1 não é devido à 

melanização cuticular, mas da hemolinfa. As pupas desta figura representam dois experimentos 

independentes. (B) Pupa injetada com água (controle), dsRNA de GFP (dsGFP-20 µg) ou dsRNA 

de proPO (dsPO-20 µg). Somente a pupa controle apresentou melanização da hemolinfa após 6 

horas de infecção (70%; n=10). A melanização foi inibida após infecção por bactéria em abelhas 

injetadas com dsRNA de GFP-20 µg (11%; n=9) e dsRNA de proPO-20 µg (20%; n=10) . (C) Pupa 

injetada com água (controle), dsRNA de GFP (dsGFP-5 ou 10 µg) ou dsRNA de proPO (dsPO-5 

ou 10 µg). Somente pupa controle mostrou melanização da hemolinfa em seis horas de infecção 

(70%; n=10), uma vez que injeção com dsRNA de GFP ou proPO resultou em 11% (n=9 para cada 

grupo; 10 µg de dsRNA) ou 22% (n=9 para cada grupo; 5 µg de dsRNA) de hemolinfa melanizada. 
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2.5- Pigmentação da cutícula em pupas tratadas com dsRNA de proPO 

A importância da Fenoloxidase na pigmentação da cutícula durante o 

desenvolvimento pupal, foi investigado em abelhas injetadas com dsRNA de proPO em 

comparação com controles injetados com água, em dois experimentos independentes. As 

injeções foram ministradas anteriormente ao início da pigmentação da cutícula, em pupas 

Pw. A presença de pigmentos foi observada sete dias mais tarde. Nós observamos a 

inibição na pigmentação corporal em todas pupas injetadas com dsRNA de proPO (n=36) 

no momento em que os pigmentos da cutícula são claramente evidentes em controles 

injetados com água (n=37) (Figura 13A). Além disso, pupas injetadas com dsRNA de 

proPO não emergiram como adultos, diferentemente das pupas controles. Existem duas 

possibilidades para se explicar este resultado. Primeiramente, como a pigmentação é um 

passo crítico na diferenciação da cutícula pupal, o silenciamento do gene proPO 

aparentemente interfere neste processo, impedindo a emergência das pupas. Uma outra 

possibilidade seria que dsRNA de proPO impede o desenvolvimento, e por conseqüência, 

o processo normal de pigmentação. Para distinguirmos as duas alternativas, nós 

repetimos o experimento e adicionamos um grupo de abelhas injetadas com dsRNA de 

GFP ao grupo das abelhas controles injetadas com água. Como observado em pupas 

injetadas com dsRNA de proPO, as pupas injetadas com dsRNA de GFP também 

apresentaram atraso no desenvolvimento (Figura 13B). Além disso, o mesmo fenótipo foi 

observado em abelhas que receberam quantidades reduzidas de dsRNA, tanto dsRNA de 

proPO quanto dsRNA de GFP, para se reduzir o efeito colateral (Figura 13C).  
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Figura 13- Inibição da pigmentação da cutícula em pupas de abelhas injetadas com dsRNA. 

Pupas no primeiro estágio pupal (Pw) foram injetadas e a presença de pigmentos foi investigada 

no sétimo dia. Exemplos de pupas (A) injetadas com água (controle) ou dsRNA de proPO (dsPO-

20 µg); (B) injetadas com água (controle) ou dsRNA de GFP (dsGFP-20 µg) ou dsRNA de proPO 

(dsPO-20 µg); (C) injetadas com água (controle) ou dsRNA de GFP (dsGFP-5 ou 10 µg) ou 

dsRNA de proPO (dsPO-5 ou 10 µg). A inibição da pigmentação da cutícula é evidente em pupas 

tratadas com dsRNA (dsRNA de GFP ou dsRNA de proPO), enquanto que o padrão normal de 

pigmentação é observado em pupas tratadas com água. As pupas injetadas com dsRNA 

mostraram pigmentação normal dos olhos (olhos morrom-escuros) como o exemplo 2 em (A), ou 

olhos pouco pigmentados (olhos rosa) como o exemplo 1 em (A), sugerindo que pelo menos em 

algumas pupas (de olhos claros), a injeção com dsRNA desacelera o desenvolvimento. 
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3- Silenciamento de dorsal 1-A, dorsal 1-B e dorsal 2 
 

3.1- Análise de seqüências e localização de primers 

Existem dois genes (dorsal 1 e 2) e duas isoformas originadas por splicing 

alternativo (dorsal 1-A e dorsal 1-B) para Dorsal em A. mellifera. Todos eles apresentam 

os domínios conservados de Relish (rel homology domain- RHD) e de transcrição do fator 

NF-κB (domain of the transcription factor NF-κB and related transcription factors-IPT_NF-

κB). Estes domínios, localizados na região amino-terminal, são altamente conservados 

entre as proteínas preditas codificadas pelos genes dorsal 1-A, dorsal 1-B e dorsal 2 

(Figura 14). 

A importância de Dorsal como fator de transcrição de peptídeos antimicrobianos 

em abelhas foi avaliada através da metodologia de RNAi. Para o silencimento de dorsal, 

dsRNA de dois genes, dorsal 1 e dorsal 2 (dl2), e duas isoformas de dorsal 1, dorsal 1-A 

(dla) e dorsal 1-B (dlb), foram sintetizados a partir de regiões distintas a cada isoforma 

(Figura 15). No entanto, como a similaridade entre dorsal 1-A e dorsal 2 é muito grande, 

existem trechos dentro do dsRNA construído para dorsal-2 com alta similaridade entre os 

dois genes (Figura 16). Combinações entre os diferentes dsRNAs foram feitas e pupas de 

olho branco (Pw) foram injetadas com 5 µg de dsRNA. Após três dias, dois grupos de Pw 

foram infectados com P. larvae ou E. coli. As amostras foram coletadas após 5 ou 48 

horas para posterior análise.  
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Figura 14- Alinhamento múltiplo das seqüências de proteínas preditas de Dorsal 1-A (GB199066-

PA), Dorsal 1-B (GB19537-PA) e Dorsal 2 (GB18032-PA). Foi usado Clustal W (1.83) para 

construção do alinhamento. (*) aminoácidos idênticos, (:) e (.) aminoácidos similares. Os domínios 

conservados de homologia Relish (RHD e IPT_NF-κB) estão em destaque. 
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Figura 15- Alinhamento múltiplo das seqüências de nucleotídeos de dorsal 1-A (dl 1-A), dorsal 1-B 

(dl 1-B) e dorsal 2 (dl2). Foi usado Clustal W (1.83) para construção do alinhamento. (*) 

nucleotídeos idênticos, (:) e (.) nucleotídeos similares. Em destaque estão seqüências dos primers 

(5’→3’)para construção do dsRNA. Em vermelho: dl 1-A, verde: dl 1-B e azul: dl 2. 
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Figura 16- Alinhamento múltiplo das seqüências de nucleotídeos de dorsal 1-A (dl 1-A) e dorsal 2 

(dl2). Foi usado Clustal W (1.83) para construção do alinhamento. (*) nucleotídeos idênticos, (:) e 

(.) nucleotídeos similares. Em azul estão seqüências dos primers (5’→3’) para construção do 

dsRNA de dl2. 
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3.2- Silenciamento gênico e seu efeito após 5 horas de infecção por bactéria 

A análise do silenciamento, ou seja, redução dos níveis de transcritos de dorsal foi 

feita em abelhas injetadas com dsRNA ou água, mas não infectadas, ou seja, controles, 

afim de que o fator da infecção não prejudicasse esta análise.  

Através de real-time RT-PCR pôde-se observar redução da quantidade de 

transcritos de dorsal 1-A em abelhas que receberam injeção de dsRNA de dla quando 

comparadas com controle injetado com dsRNA de GFP (ANOVA, p<0,05; Figura 17A). 

No entanto, nenhuma alteração significativa foi observada para a quantidade de 

transcritos de dlb em nenhum dos grupos injetados com dsRNA (Figura 17B). Já abelhas 

que receberam dsRNA de dl2, dla+2, dlb+2 e dla+b+2 apresentaram redução nos níveis 

de transcritos de dl2 quando comparado ao controle injetado com água somente (Figura 

17C).  

Como Dorsal é uma proteína do tipo Relish/NF-κB e pode atuar como fator de 

transcrição dos peptídeos antimicrobianos, os genes da abaecina e da defensina foram 

usados para verificar a sua regulação após silenciamento e infecção com dois tipos de 

bactérias (P. larvae e E. coli). De maneira geral, a injeção com dsRNA de GFP provocou 

grande aumento na quantidade destes transcritos, por isso, esse controle foi escolhido 

para a comparação com os outros grupos injetados com dsRNA (Figuras 18 e 19). 

Nenhuma diferença estatisticamente significante foi observada na quantidade de 

transcritos de abaecina com relação aos controles injetados com dsRNA de GFP (Figura 

18). No entanto, em abelhas que foram silenciadas com dsRNA de dla+2 e dla+b+2 

apresentaram quantidade significativamente menor de transcritos de defensina após 5 

horas de infecção com P. larvae (Figura 19), sugerindo que o silenciamento de dorsal 

pode prejudicar a ativação da defensina em abelhas infectadas. 
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Figura 17- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) dorsal 1-A, (B) dorsal 

1-B e (C) dorsal 2 de abelhas Apis mellifera após três dias de injeção com dsRNA mais cinco 

horas correspondentes aos grupos infectados. Pupas de olho branco (Pw) foram injetadas com 

dsRNA de dorsal (dsdla, dsdlb, dsdl2, dsdla+b, dsdla+2, dsdlb+2 ou dsdla+b+2), controle com 

dsRNA de GFP, ou com água livre de nuclease (H2O). Estas abelhas são controles (ct), ou seja, 

não receberam qualquer tipo de injeção com bactérias. Foi usada actina como controle endógeno. 

Gráfico: média + erro padrão da quantificação de amostras individuais (número de amostras 

indicado acima de cada coluna). Asteriscos indicam redução significativa de transcritos (p<0,05). 
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Figura 18- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de abaecina de abelhas Apis 

mellifera. Pupas de olho branco (Pw) foram injetadas com dsRNA de dorsal (dsdla, dsdlb, dsdl2, 

dsdla+b, dsdla+2, dsdlb+2 ou dsdla+b+2), com dsRNA de GFP, ou com água livre de nuclease 

(H2O). Estas abelhas foram infectadas com bactérias Paenibacillus larvae (Pl), Escherichia coli 

(Ec) ou não foram infectadas (ct) três dias após o tratamento com dsRNA. As coletas foram feitas 

após cinco horas de infecção. Foi usada actina como controle endógeno. Gráfico: média + erro 

padrão da quantificação de amostras individuais (número de amostras indicado acima de cada 

coluna).  
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Figura 19- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de defensina de abelhas Apis 

mellifera. Pupas de olho branco (Pw) foram injetadas com dsRNA de dorsal (dsdla, dsdlb, dsdl2, 

dsdla+b, dsdla+2, dsdlb+2 ou dsdla+b+2), com dsRNA de GFP, ou com água livre de nuclease 

(H2O). Estas abelhas foram infectadas com bactérias Paenibacillus larvae (Pl), Escherichia coli 

(Ec) ou não foram infectadas (ct) três dias após o tratamento com dsRNA. As coletas foram feitas 

após cinco horas de infecção. Foi usada actina como controle endógeno. Gráfico: média + erro 

padrão da quantificação de amostras individuais (número de amostras indicado acima de cada 

coluna). Asteriscos indicam redução significativa de transcritos (p<0,05). 
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3.3- Silenciamento gênico e seu efeito após 48 horas de infecção por bactéria 

 O silenciamento de dorsal também foi avaliado após três dias de injeção com 

dsRNA seguido de 48 horas correspondentes ao tempo de infecção dos grupos injetados 

com as bactérias P. larvae e E. coli. Assim como as análises anteriores para se verificar o 

silenciamento, somente o grupo sem infecção (controle) foi usado. 

 Pôde-se observar que, neste período, o silenciamento de dorsal 1-A, dorsal 1-B e 

dorsal 2 foi bastante efetivo (Figura 20A-C). A injeção em pupas de dsRNA de dla, dl2, 

dla+b, dla+2 e dla+b+2 provocou redução significativa nos níveis dos transcritos de dorsal 

1-A (ANOVA, p<0,05; Figura 20A). A injeção de dsRNA de dl2 muito provavelmente 

também ocasionou o silenciamento, mesmo que parcial, de dorsal 1-A, pois a região de 

contrução do dsRNA de dl2 possui regiões muito similares ao gene dorsal 1-A, 

apresentando uma região de similaridade de até 20 nucleotídeos (Figura 16). A redução 

na quantidade de transcritos de dorsal 1-B foi observada em abelhas injetadas com dlb+2 

e dla+b+2 (ANOVA, p<0,05; Figura 20B). A quantidade de transcritos de dorsal 2, por sua 

vez, mostrou-se significativamente menor em abelhas injetadas com dsRNA de dl2, dla+2, 

dlb+2 e dla+b+2 (ANOVA, p<0,05; Figura 20C). Estes resultados mostram que após um 

período maior após injeção de dsRNA (cinco dias no total) foi mais eficiente no 

silenciamento gênico que em abelhas coletadas após três dias de injeção de dsRNA. No 

entanto, ao se analisar a transcrição de peptídeos antimicrobianos, nem a quantidade de 

transcritos de abaecina e nem de defensina diminuiu significantemente em nenhuma das 

infecções bacterianas seguidas do silenciamento (Figura 21 e 22). 
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Figura 20- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) dorsal 1-A, (B) dorsal 

1-B e (C) dorsal 2 de abelhas Apis mellifera após três dias injeção com dsRNA mais 48 horas 

correspondentes aos grupos infectados. Pupas de olho branco (Pw) foram injetadas com dsRNA 

de dorsal (dsdla, dsdlb, dsdl2, dsdla+b, dsdla+2, dsdlb+2 ou dsdla+b+2), com dsRNA de GFP, ou 

com água livre de nuclease (H2O). Estas abelhas são controles (ct), ou seja, não receberam 

qualquer tipo de injeção com bactérias. Foi usada actina como controle endógeno. Gráfico: média 

+ erro padrão da quantificação de amostras individuais (número de amostras indicado acima de 

cada coluna). Asteriscos indicam redução significativa de transcritos (p<0,05). 
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Figura 21- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de abaecina de abelhas Apis 

mellifera. Pupas de olho branco (Pw) foram injetadas com dsRNA para dorsal (dsdla, dsdlb, dsdl2, 

dsdla+b, dsdla+2, dsdlb+2 ou dsdla+b+2), controle com dsRNA de GFP, ou injeção com água livre 

de nuclease (H2O). Estas abelhas foram infectadas com bactérias Paenibacillus larvae (Pl), 

Escherichia coli (Ec) ou não foram infectadas (ct) três dias após o tratamento com dsRNA. As 

coletas foram feitas após 48 horas de infecção. Foi usada actina como controle endógeno. Gráfico: 

média + erro padrão da quantificação de amostras individuais (número de amostras indicado 

acima de cada coluna).  
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Figura 22- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de defensina de abelhas Apis 

mellifera. Pupas de olho branco (Pw) foram injetadas com dsRNA para dorsal (dsdla, dsdlb, dsdl2, 

dsdla+b, dsdla+2, dsdlb+2 ou dsdla+b+2), controle com dsRNA de GFP, ou injeção com água livre 

de nuclease (H2O). Estas abelhas foram infectadas com bactérias Paenibacillus larvae (Pl), 

Escherichia coli (Ec) ou não foram infectadas (ct) três dias após o tratamento com dsRNA. As 

coletas foram feitas após 48 horas de infecção. Foi usada actina como controle endógeno. Gráfico: 

média + erro padrão da quantificação de amostras individuais (número de amostras indicado 

acima de cada coluna).  
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4- Proteínas de estocagem em abelhas infectadas por bactérias 

 Abelhas recém-emergidas injetadas com água, M. luteus (7x103 bactérias/µl) ou S. 

marcescens (5,58x103 bactérias/µl) foram utilizadas para verificar a relação de proteínas 

de estocagem com a imunidade através da quantificação de transcritos de vitelogenina, 

hexamerina 70a, lipoforinaI e lipoforinaIII. 

 Como já demonstrado anteriormente, a transcrição de defensina foi maior em 

abelhas injetadas com água, S. marcescens e M. luteus quando comparadas às controles 

sem injeção (ANOVA; p<0,05; n=4) (Figura 23A). Os níveis de transcritos de outro gene 

envolvido na imunidade de insetos, a profenoloxidase, diminuíram em abelhas infectadas 

com bactérias com relação às abelhas não injetadas (ANOVA; p<0,05; n=3-4) (Figura 

23B). A ativação do sistema imune é, então, caracterizado pelo aumento de transcrição 

da defensina, e diminuição na quantidade de transcritos de profenoloxidase.   
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Figura 23- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) defensina e (B) 

profenoloxidase em abelhas Apis mellifera injetadas com água (H2O), com Micrococcus luteus (Ml) 

ou com Serratia marcescens (Sm). O controle não recebeu qualquer tipo de injeção (Si). Foi usado 

rp49 como controle endógeno. O gráfico foi gerado a partir de quantificação de 3-4 amostras (n=3-

4). Cada amostra representa quatro indivíduos. Gráfico: média + erro padrão. Letras: diferenças 

estatísticas entre os grupos (p<0,05). 
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Tendo a confirmação de que as abelhas responderam à infecção, nos 

propusemos a investigar as proteínas de estocagem nestas abelhas. Os resultados 

revelaram que o perfil da quantificação de transcritos dos grupos tratados foi muito 

semelhante entre vitelogenina e lipoforina III (Figura 24A e D). Os níveis de transcritos de 

vitelogenina diminuíram com os tratamentos, mas foi somente significativo com 

tratamento com M. luteus (ANOVA; p<0,05; n=4). Já para lipoforina III, as abelhas 

injetadas tanto com a bactéria M. luteus quanto a S. marcescens apresentaram 

quantidade ainda menor de transcritos deste gene com relação às abelhas injetadas com 

água – injúria (ANOVA; p<0,05; n=4) (Figura 24D). Os níveis de transcritos de 

hexamerina 70a (ANOVA; p=0,166; n=4) e lipoforina I (ANOVA; p=0,21; n=4) não 

variaram significativamente entre os grupos tratados e controle (Figura 24B e C). 

Através de Western blot, observou-se que a diminuição na quantidade de 

transcritos do gene codificador da Vitelogenina também foi acompanhada pela diminuição 

desta proteína nos grupos tratados (ANOVA; p<0,05; n=3-5) (Figura 25A). Além disso, a 

quantidade da proteína Hexamerina 70a também parece diminuir em abelhas que 

sofreram injúria ou nas infectadas, mas esta diminuição não foi estatisticamente 

significante (ANOVA; p>0,05; n=4) (Figura 25B). 
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Figura 24- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) vitelogenina, (B) 

hexamerina 70a, (C) lipoforina I e (D) lipoforina III em abelhas Apis mellifera injetadas com água 

(H2O), Micrococcus luteus (Ml) ou Serratia marcescens (Sm). O controle não recebeu qualquer tipo 

de injeção (Si). Foi usado rp49 como controle endógeno. O gráfico foi gerado a partir de 

quantificação de quatro a oito amostras (n=4-8). Cada amostra representa quatro indivíduos. 

Gráfico: média + erro padrão. Letras: diferenças estatísticas entre os grupos (p<0,05). 
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Figura 25- Quantidade das proteínas (A) Vitelogenina e (B) Hexamerina 70a, por Western blot, do 

abdômen de abelhas Apis mellifera injetadas com água (H2O), Micrococcus luteus (Ml) ou Serratia 

marcescens (Sm). O controle não recebeu qualquer tipo de injeção (Si). Para construção do 

gráfico, foi usada densitometria da imagem das bandas geradas por dois experimentos de 

Western blot, usando-se anticorpo desenvolvido contra proteínas do ovo de A. mellifera para 

Vitelogenina e anticorpo específico para Hexamerina 70a de A. mellifera. O gráfico de título de 

Vitelogenina foi gerado a partir da quantificação de três amostras (n=3) para H2O, Ml e Sm e cinco 

amostras (n=5) para Si. Para o título de Hexamerina, a quantificação foi feita a partir de quatro 

amostras (n=4). Cada amostra representa quatro indivíduos. Gráfico: média + erro padrão. Letras: 

diferenças estatísticas entre os grupos (p<0,05). 
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5- Imunidade em abelhas alimentadas com diferentes dietas 
 

Abelhas recém-emergidas receberam três tipos de dietas com diferentes 

quantidades de proteína e açúcar. Concomitantemente com estes tipos de alimento, as 

abelhas receberam água contendo a bactéria Gram-negativa S. marcescens (102 a 103 

bactérias/µl) ou sem bactéria (controle) durante seis dias. Deste modo, observamos como 

as abelhas alimentadas com tipos diferentes de alimento responderam à infecção. 

Surpreendentemente, nenhum tipo de tratamento alimentar fez com que as abelhas 

infectadas aumentassem a quantidade de transcritos de defensina (ANOVA; p=0,229; 

n=3) (Figura 26A). Contudo, abelhas alimentadas com beebread apresentaram 

diminuição de transcritos de profenoloxidase, como esperado, em abelhas infectadas 

(ANOVA; p<0,05; n=3) (Figura 26B). 
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Figura 26- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) defensina e (B) 

profenoloxidase em operárias Apis mellifera. Abelhas recém-emergidas receberam três dietas 

diferentes: xarope, beebread e geléia real. Um grupo de abelhas recebeu água contendo Serratia 

marcescens (Sm), e um outro grupo, o controle (ct), recebeu água somente. As coletas foram 

feitas após seis dias. Cada coluna é representada pela média de três amostras (n=3), sendo que 

cada uma é representada por quatro indivíduos. Gráfico: média + erro padrão. Letras: diferenças 

estatísticas entre os grupos (p<0,05). 
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A alimentação com beebread, rica em proteínas, provocou um aumento 

significativo na quantidade de transcritos das proteínas de estocagem em abelhas 

controle, ou seja, não infectadas, quando comparadas àquelas que foram alimentadas 

com xarope ou geléia real (Figura 27 A-D). Esta diferença foi claramente observada para 

a quantidade dos transcritos de vitelogenina e hexamerina 70a (ANOVA; p<0,05; n=3) 

(Figura 27 A e B). O mesmo ocorreu quando a proteína Vitelogenina foi avaliada, e neste 

caso, a quantidade desta proteína nas abelhas que receberam uma das duas dietas ricas 

em proteínas, tanto o beebread quanto a geléia real, foi mais elevada que em abelhas 

que receberam somente xarope como alimento (ANOVA; p<0,05; n=3) (Figura 28). 

Com relação às proteínas de estocagem dos grupos de abelhas infectadas, 

somente as abelhas que receberam o alimento beebread, e foram contaminadas, 

mostraram diminuição na quantidade dos transcritos de vitelogenina (ANOVA; p<0,05; 

n=3) (Figura 27A), de hexamerina 70a (ANOVA; p<0,05; n=3) (Figura 27B) e de lipoforina 

III (ANOVA; p<0,05; n=3) (Figura 27D). A quantidade de transcritos de lipoforina I não foi 

alterada significantemente em nenhum tipo de tratamento, apesar de mostrar uma ligeira 

diminuição em abelhas tratadas com beebread e infectadas (Figura 27C). Nenhuma 

alteração significativa na quantidade de transcritos entre o grupo controle e o infectado 

pôde ser observada com qualquer outro tipo de alimentação. 

A quantidade de proteína Vitelogenina diminuiu após infecção com S. marcescens 

em abelhas que receberam beebread, como observado para os níveis de transcritos 

desta proteína, e também em abelhas alimentadas com geléia real e infectadas (ANOVA; 

p<0,05; n=3) (Figura 28).  
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Figura 27- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) vitelogenina, (B) 

hexamerina 70a, (C) lipoforina I e (D) lipoforina III em operárias Apis mellifera. Abelhas recém-

emergidas receberam três dietas diferentes: xarope, beebread e geléia real. Um grupo de abelhas 

recebeu água contendo Serratia marcescens (Sm), um outro grupo, o controle (ct), recebeu água 

somente. As coletas foram feitas após seis dias. Cada coluna é representada pela média de três 

amostras (n=3), sendo que cada uma é representada por quatro indivíduos. Gráfico: média + erro 

padrão. Letras: diferenças estatísticas entre os grupos (p<0,05). 
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Figura 28- Quantidade de Vitelogenina na hemolinfa de operárias Apis mellifera que receberam 

diferentes dietas alimentares: xarope, beebread e geléia real. Um grupo de abelhas recebeu água 

contendo Serratia marcescens (Sm), um outro grupo, o controle (ct), recebeu água somente. O 

gráfico representa a densitometria da imagem das bandas de Vitelogenina em gel de 

poliacrilamida 7,5%. A amostra de hemolinfa, usada para a quantificação em gel, corresponde aos 

mesmos pools de abelhas utilizados para quantificação de RNA mensageiro (Figura 27A). 
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6- Imuno-senescência 
 

A capacidade de resposta imune em abelhas de diversas idades foi analisada 

através de infecção de abelhas recém-emergidas, nutridoras (com sete dias de idade) e 

forrageiras (com cerca de 20-40 dias de idade) de uma colônia típica. Além disso, foi 

montada uma colônia single-cohort, onde havia inicialmente somente abelhas recém-

emergidas. Com esta colônia o fator idade foi eliminado quanto à resposta imune de 

abelhas infectadas, uma vez que as abelhas possuíam comportamento distinto (nutridora 

ou forrageiras) com uma mesma idade. As abelhas foram infectadas através de injeção 

de S. marcescens (injeção de 1 µl de uma solução 103 bactérias/µl) e as controles não 

receberam qualquer tipo de injeção.  

 

6.1- Colônia típica 

Em colônia típica, a quantidade de transcritos da defensina foi maior em abelhas 

infectadas de todos os grupos, ou seja, em recém-emergidas, nutridoras e forrageiras 

(ANOVA; p<0,05; n=5-7) (Figura 29). Este resultado mostra que tanto as abelhas mais 

novas como as mais velhas são capazes de responder à infecção, através da ativação de 

transcrição de defensina.  
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Figura 29- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de defensina em abelhas Apis 

mellifera de uma colônia típica. Abelhas de diversas idades: recém-emergidas, nutridoras e 

forrageiras, foram injetadas com bactérias Serratia marcescens (Sm). Os controles não receberam 

qualquer tipo de injeção (ct). As abelhas foram coletadas após cinco horas da injeção de bactérias. 

Foi usado rp49 como controle endógeno. O gráfico foi gerado a partir de quantificação de 

amostras individuais (n=4-7). Gráficos: média + erro padrão. *diferença estatística entre os grupos 

(p<0,05). 

 

 

 

As abelhas em uma colônia típica, além de apresentarem idades diferentes e 

exercerem funções distintas na colônia, são também fisiologicamente diferentes. Uma 

das proteínas que varia de acordo com a idade das abelhas é a Vitelogenina. Por este 

fato, e pelo envolvimento desta proteína na imunidade, a quantidade de transcritos de 

vitelogenina foi analisada. Os níveis de transcritos deste gene diminuíram 

significantemente em abelhas recém-emergidas e forrageiras após infecção com bactéria 

(ANOVA; p<0,05; n=5-7) (Figura 30A). Porém, nenhuma alteração foi observada em 

abelhas nutridoras (ANOVA; p=0,519; n=4-5). A análise das proteínas em gel de 

poliacrilamida revelou que as abelhas nutridoras apresentaram maior quantidade desta 

proteína de estoque quando comparadas às recém-emergidas e forrageiras (Figura 30B). 

Um resultado surpreendente foi a baixa quantidade de transcritos de vitelogenina em 
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nutridoras (Figura 30A), mas segundo Gro Amdam (comunicação pessoal) existe uma 

resposta negativa na síntese de transcritos de vitelogenina pela alta quantidade da 

proteína já existente. 

 A alimentação também é uma outra característica que difere as abelhas com 

comportamentos distintos. Em abelhas forrageiras o consumo de açúcares é maior, a fim 

de fornecer energia para o vôo. Já as abelhas nutridoras consomem maior quantidade de 

proteínas como recurso para a produção de alimento para as crias. Esta diferença faz 

com que os genes da via de insulina apresentem maior transcrição em forrageiras. Neste 

trabalho, foram usados os genes peptídeo do tipo insulina e bombyxina, que participam 

da via da insulina. Em abelhas que não foram infectadas, ou seja, as controles, os 

transcritos de peptídeo do tipo insulina estão presentes em maior quantidade em 

forrageiras, como o esperado (ANOVA; p<0,05; n=5) (Figura 30C). No entanto, a 

quantidade de transcritos de bombyxina é a mesma para nutridoras e forrageiras (Figura 

30D). Após cinco horas de infecção por bactérias, os níveis de transcritos do gene 

peptídeo do tipo insulina apresentaram um aumento significativo em nutridoras e uma 

queda significativa em forrageiras quando comparadas aos controles sem infecção 

(ANOVA; p<0,05; n=3-5) (Figura 30C). A transcrição de bombyxina, no entanto, não se 

alterou significativamente após infecção, apesar de apresentar ligeira queda nas abelhas 

infectadas (Figura 30D).  
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Figura 30- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) vitelogenina, (C) 

peptídeo do tipo insulina e (D) bomyxina em abelhas Apis mellifera de uma colônia típica. Abelhas 

de diversas idades: recém-emergidas, nutridoras e forrageiras, foram injetadas com bactérias 

Serratia marcescens (Sm). Os controles não receberam qualquer tipo de injeção (ct). As abelhas 

foram coletadas após 5 horas da injeção de bactérias. Foi usado rp49 como controle endógeno. O 

gráfico foi gerado a partir de quantificação de amostras individuais (n=3-7). Gráficos: média + erro 

padrão. *diferença estatística entre os grupos (p<0,05). (B) Perfil protéico da hemolinfa em gel de 

poliacrilamida 7,5%, evidenciando Vitelogenina de abelhas Apis mellifera. As amostras são as 

mesmas usadas para quantificação relativa de RNA mensageiro. 
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Um experimento de sobrevivência foi feito com estas abelhas (recém-emergidas, 

nutridoras e forrageiras) infectadas com S. marcescens. As bactérias diluídas em água 

(102 bactérias/µl) foram fornecidas para ingestão nos dois primeiros dias de um 

experimento de dez dias. As abelhas que mais morreram foram as forrageiras, tanto as 

controles quanto as infectadas, quando comparadas às recém-emergidas e nutridoras 

(Figura 31). No entanto, não foi observada diferença estatisticamente significante na 

sobrevivência entre as forrageiras controles e infectadas (Kaplan-Meier; p=0,12). As 

nutridoras infectadas morreram mais que as controles (Kaplan-Meier; p<0,0001). Já as 

recém-emergidas infectadas morreram mais nos primeiros dias de infecção, mas 

posteriormente menor sobrevivência foi observada em abelhas do grupo controle 

(Kaplan-Meier; p=0,0227). 

 

 

 

 

Figura 31- Curva de probabilidade de sobrevivência de abelhas Apis mellifera, de uma colônia 

típica, infectadas com Serratia marcescens. Abelhas recém-emergidas (Re), nutridoras (Nur) e 

forrageiras (For) foram alimentadas com bactérias S. marcescens (Sm) diluídas em água (102 

bactérias/µl) nos dois primeiros dias. Os controles receberam água sem bactéria (ct). O 

experimento durou 10 dias. Re-ct (n=30), Re-Sm (n=30), Nur-ct (n=30), Nur-Sm (n=30), For-ct 

(n=27), For-Sm (n=29). 
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6.2- Colônia single-cohort 

Duas coletas distintas foram feitas com abelhas da colônia single-cohort: abelhas 

nutridoras e forrageiras com idades de 6-8 dias (abelhas jovens), e abelhas com estes 

mesmos comportamentos, mas com 21-23 dias (abelhas velhas). Primeiramente, as 

abelhas nutridoras e forrageiras jovens apresentaram, como na colônia típica, aumento 

significativo nos níveis de transcritos de defensina após infecção (ANOVA; p<0,05; n=6) 

(Figura 32). Diferentemente do que ocorreu em abelhas de colônia típica, abelhas 

nutridoras jovens apresentaram redução significativa (ANOVA; p<0,05; n=6) da 

quantidade de transcritos de vitelogenina (Figura 33A). No entanto, a quantidade da 

proteína Vitelogenina em nutridoras e forrageiras não apresentou diferença (Figura 33B). 

Isto mostra, que apesar das abelhas executarem tarefas diferentes, elas não 

apresentaram quantidade de Vitelogenina característica ao comportamento, 

provavelmente por serem muito jovens. Contraditoriamente, o título de hormônio juvenil 

das abelhas forrageiras apresentou-se significativamente mais alto que em abelhas 

nutridoras, como esperado (ANOVA; p<0,05; n=6) (Figura 33C). A quantidade deste 

hormônio, no entanto, não sofreu nenhuma alteração em abelhas infectadas (Figura 33C). 

Outra evidência de que as abelhas ainda não apresentaram alguns fatores que as 

distinguiam fisiologicamente com relação ao comportamento foi a não alteração na 

quantidade de transcritos do peptídeo do tipo insulina ao se comparar nutridoras e 

forrageiras (Figura 34A). No entanto, de modo semelhante às abelhas de uma colônia 

típica, os níveis de transcritos deste gene diminuíram em abelhas infectadas, sendo 

significativo em nutridoras (ANOVA; p<0,05; n=6) (Figura 34A). Nenhuma alteração foi 

observada na quantidade de transcritos da bombyxina (Figura 34B). 

Novamente, as abelhas forrageiras foram mais susceptíveis à infecção (Figura 35), 

já que o grupo de forrageiras infectado apresentou uma taxa de mortalidade superior ao 

grupo de abelhas nutridoras infectadas (Kaplan-Meier; p=0,0434).  
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Figura 32- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de defensina em abelhas Apis 

mellifera de uma colônia single-cohort. Abelhas nutridoras e forrageiras foram injetadas com 

bactérias Serratia marcescens (Sm). Os controles não receberam qualquer tipo de injeção (ct). As 

abelhas foram coletadas após cinco horas da injeção de bactérias. Foi usado rp49 como controle 

endógeno. O gráfico foi gerado a partir de quantificação de amostras individuais (n=6). Gráficos: 

média + erro padrão. *diferença estatística entre os grupos (p<0,05). 
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Figura 33- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) vitelogenina em 

abelhas Apis mellifera de uma colônia single-cohort. Abelhas nutridoras e forrageiras foram 

injetadas com bactérias Serratia marcescens (Sm). Os controles não receberam qualquer tipo de 

injeção (ct). Foi usado rp49 como controle endógeno. O gráfico foi gerado a partir de quantificação 

de amostras individuais (n=6). (B) Perfil protéico da hemolinfa em gel de poliacrilamida 7,5%, 

evidenciando Vitelogenina de abelhas Apis mellifera. As amostras são as mesmas usadas para 

quantificação relativa de RNA mensageiro. (C) Título de hormônio juvenil por radioimunoensaio da 

hemolinfa das abelhas utilizadas para quantificação relativa de RNA mensageiro, acima citada. O 

número de amostras por grupo foi n=3, sendo que cada amostra representa de duas a três 

abelhas. As abelhas foram coletadas após cinco horas da injeção de bactérias. Gráficos: média + 

erro padrão. *diferença estatística entre os grupos (p<0,05). 
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Figura 34- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) peptídeo do tipo 

insulina e (B) bomyxina em abelhas Apis mellifera de uma colônia single-cohort. Abelhas de 

nutridoras e forrageiras foram injetadas com bactérias Serratia marcescens (Sm). Os controles 

não receberam qualquer tipo de injeção (ct). As abelhas foram coletadas após cinco horas da 

injeção de bactérias. Foi usado rp49 como controle endógeno. O gráfico foi gerado a partir de 

quantificação de amostras individuais (n=6). Gráficos: média + erro padrão. *diferença estatística 

entre os grupos (p<0,05).  
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Figura 35- Curva de probabilidade de sobrevivência de abelhas Apis mellifera, de uma colônia 

single-cohort, infectadas com Serratia marcescens (Sm). Abelhas nutridoras (Nur) e forrageiras 

(For) de 6-8 dias de idade foram alimentadas com bactérias diluídas em água (102 bactérias/µl) 

nos três primeiros dias. Os controles receberam água sem bactéria (ct). O experimento durou nove 

dias. Nur-ct (n=30), Nur-Sm (n=28), For-ct (n=28), For-Sm (n=27). 
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 As abelhas mais velhas (21-23 dias) da colônia single-cohort também 

apresentaram aumento na quantidade de transcritos de defensina, mostrando, 

claramente, a ativação da resposta imune tanto em abelhas nutridoras quanto em 

forrageiras (ANOVA; p<0,05; n=5-6) (Figura 36). Nenhuma alteração, no entanto, pôde 

ser observada na quantidade de transcritos de vitelogenina nos diferentes tipos de 

abelhas após infecção (ANOVA, nutridora: p=0,347, n=5-6; forrageira: p=0.326, n=5-6) 

(Figura 37A). Apesar de não se detectar mudança nos transcritos, pôde-se constatar que 

a hemolinfa das abelhas nutridoras apresentou uma taxa elevada de Vitelogenina (Figura 

37B), que é uma característica fisiológica marcante destas abelhas. Os títulos de 

hormônio juvenil também se apresentaram maiores para as abelhas forrageiras com 

relação às nutridoras, reforçando as diferenças entre abelhas com estes dois tipos de 

comportamento (Figura 37C). No entanto, nenhuma alteração na quantidade deste 

hormônio foi observada entre abelhas infectadas e controles (Figura 37C). 

Assim como observado para os transcritos de vitelogenina, a quantidade dos 

transcritos de peptídeo do tipo insulina e de bombyxina não se apresentou diferente entre 

as abelhas nutridoras e forrageiras sem infecção (Figura 38A e B). Após cinco horas de 

infecção, no entanto, parece haver redução na quantidade de transcritos de peptídeo do 

tipo insulina (Figura 38A), que apesar de não ser significativa é semelhante ao que 

aconteceu em abelhas mais jovens da single-cohort (Figura 34A). 

O teste de sobrevivência mostrou mais uma vez que as abelhas forrageiras são 

mais susceptíveis à infecção (Figura 39). Em todos os casos, as abelhas infectadas 

apresentaram maior taxa de mortalidade que as controles (Kaplan-Meier; nutridoras: 

p=0,048, n=31; forrageiras: p=0,012, n=32-33), e entre as infectadas, as forrageiras foram 

mais susceptíveis que as nutridoras (Kaplan-Meier; p<0,0001; n=31-32). 
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Figura 36- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de defensina em abelhas Apis 

mellifera de uma colônia single-cohort. Abelhas nutridoras e forrageiras foram injetadas com 

bactérias S. marcescens (Sm). Os controles não receberam qualquer tipo de injeção (ct). As 

abelhas foram coletadas após cinco horas da injeção de bactérias. Foi usado rp49 como controle 

endógeno. O gráfico foi gerado a partir de quantificação de amostras individuais (n=5-6). Gráficos: 

média + erro padrão. *diferença estatística entre os grupos (p<0,05). 
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Figura 37- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) vitelogenina em 

abelhas Apis mellifera de uma colônia single-cohort. Abelhas nutridoras (Nur) e forrageiras (For) 

foram injetadas com bactérias Serratia marcescens (Sm). Os controles não receberam qualquer 

tipo de injeção (ct). Foi usado rp49 como controle endógeno. O gráfico foi gerado a partir da 

quantificação de amostras individuais (n=5-6). (B) Perfil protéico da hemolinfa em gel de 

poliacrilamida 7,5%, evidenciando Vitelogenina (Vg) de abelhas A. mellifera. Amostras referentes 

às mesmas usadas para quantificação relativa de RNA mensageiro. (C) Título de hormônio juvenil 

por radioimunoensaio da hemolinfa das abelhas utilizadas para quantificação relativa de RNA 

mensageiro, acima citada. O número de amostras por grupo foi n=2, sendo que cada amostra 

representa três abelhas. As abelhas foram coletadas após cinco horas da injeção de bactérias. 

Gráficos: média + erro padrão. *diferença estatística entre os grupos (p<0,05). 
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Figura 38- Quantidade relativa por real-time RT-PCR de transcritos de (A) peptídeo do tipo 

insulina e (B) bomyxina em abelhas Apis mellifera de uma colônia single-cohort. Abelhas 

nutridoras (Nur) e forrageiras (For) foram injetadas com bactérias Serratia marcescens (Sm). Os 

controles não receberam qualquer tipo de injeção (ct). Foi usado rp49 como controle endógeno. As 

abelhas foram coletadas após cinco horas da injeção de bactérias. O gráfico foi gerado a partir de 

quantificação de amostras individuais (n=5-6). Gráficos: média + erro padrão. *diferença estatística 

entre os grupos (p<0,05).  
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Figura 39- Curva de probabilidade de sobrevivência de abelhas Apis mellifera, de uma colônia 

single-cohort, infectadas com Serratia marcescens. Abelhas nutridoras (Nur) e forrageiras (For) de 

21-23 dias de idade foram alimentadas com bactérias S. marcescens (Sm) diluídas em água (102 

bactérias/µl) nos três primeiros dias. Os controles receberam água sem bactéria (ct). O 

experimento durou oito dias. Nur-ct (n=31), Nur-Sm (n=31), For-ct (n=33), For-Sm (n=32). 
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Insetos sociais possuem certas características, como grande densidade 

populacional e uma alta similaridade entre os indivíduos, que fazem com que esses 

insetos sejam vulneráveis aos ataques de patógenos. Desta maneira, deve-se esperar 

que a abelha Apis mellifera possua uma resposta imune individual, como também, uma 

defesa social bastante adaptada. Trabalhos recentes vêm aumentando o conhecimento 

sobre imunidade individual, ou seja, gerada pelo indivíduo, nestes insetos, como por 

exemplo, através da identificação de peptídeos antimicrobianos, sua expressão e 

caracterização no combate aos microorganismos (Casteels et al., 1989; Casteels et al., 

1990; Casteels et al., 1993; Casteels-Josson et al., 1994; Gregory et al., 2005; Klaudiny 

et al., 2005; Yang & Cox-Foster, 2005).  

Recentemente, a análise do genoma de A. mellifera (Honey Bee Genome 

Sequencing Consortium, 2006) aumentou significantemente o conhecimento de certas 

características do genoma destes insetos. Dentre elas, a diversidade reduzida das 

famílias de genes do sistema imune. No trabalho de análise do genoma com relação à 

resposta imune (Evans et al., 2006), os genes de reconhecimento, sinalização e os 

efetores das vias intracelulares de resposta imune foram preditos como candidatos às 

vias de sinalização intracelular de Toll, Imd, JNK e JAK/STAT. No entanto, pouco ainda 

se sabe sobre a verdadeira função dos genes preditos na resposta imune de A. mellifera.  

 

Genes de resposta imune em abelhas infectadas por bactérias 

Neste trabalho usamos as bactérias Micrococcus luteus (Gram-positiva) e Serratia 

marcescens (Gram-negativa) em ensaios para infecção das abelhas, usando-se dois 

protocolos diferentes: injeção e alimentação. Além de injeção com bactérias, somente a 

injúria (injeção com água) também foi feita. A infecção por ingestão de S. marcescens foi 

conseguida com sucesso em D. melanogaster (Kylsten et al., 1990), e também em A. 

mellifera, usando-se outros tipos de bactérias (Evans, 2004; Evans & Lopez, 2004). A 

bactéria S. marcescens é um patógeno oportunista e causa septicemia em abelhas e 

pode ser transmitida pelo ácaro varroa, um parasita de abelha (Glinski & Jarosz, 1992). 
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Em nossos experimentos verificamos a presença das bactérias na hemolinfa 24 horas 

após a ingestão de alimento infectado, mostrando que elas são capazes de passar pelo 

intestino atingindo a hemocele (dados não mostrados). 

Entre os genes efetores analisados (abaecina, hymenoptaecina, defensina, 

profenoloxidase e transferrina) todos foram regulados positivamente ou com tendência ao 

aumento na quantidade de transcritos 12 horas após as injeções com bactérias, exceto 

proPO, em que a quantidade de transcritos não alterou significantemente, apesar de 

apresentar menores níveis em abelhas infectadas com S. marcescens. A diminuição na 

quantidade de transcritos deste gene também pôde ser observada quando abelhas 

adultas foram injetadas com a bactéria P. larvae ou E. coli (Yang & Cox-Foster, 2005; 

Zou et al., 2006), ou então, quando larvas foram alimentadas com P. larvae (Zou et al., 

2006). Do mesmo modo que em abelhas infectadas por injeção, a defensina e proPO 

parecem ser ativados 6 e 12 horas após a infecção com bactérias pela alimentação, 

apesar de que somente defensina (6h após infecção) apresentou aumento significativo de 

transcritos. Contudo, a grande variação da resposta influenciou bastante nas análises 

estatísticas. Observamos, assim, que os genes efetores são regulados positivamente 

pela infecção por bactérias, seja por alimentação ou injeção, não diferindo entre os tipos 

de bactérias utilizadas. Além disso, a injúria por si mesma também é capaz de promover 

a transcrição destes genes. Em Drosophila, as duas vias de sinalização intracelulares 

também são ativadas pela injúria (Hoffmann & Reichhart, 2002). De maneira geral, 

abelhas infectadas por bactérias apresenta maior quantidade de transcritos dos genes 

codificadores dos peptídeos anitmicrobianos e da Transferrina, muito provavelmente por 

todos estes genes serem regulados por um fator de transcrição do tipo Relish/NF-κB, e 

por outro lado, são caracterizadas pela diminuição na quantidade de transcritos de proPO. 

Os genes codificadores de todos os peptídeos encontrados na hemolinfa de 

abelha, ou seja, Apidaecinas, Abaecina, Hymenoptaecina e Defensina também foram 

ativados em abelhas adultas pela Escherichia coli, uma bactéria Gram-negativa (Casteels 

et al., 1989; Casteels-Josson et al., 1993; 1994). Desta maneira, estes autores sugerem 



Discussão 

 

105 

que a resposta imune não é específica. Resultado semelhante pôde ser visto quando 

abelhas adultas foram injetadas com E. coli, Paenibacillus larvae ou salina (Evans et al., 

2006). Estes resultados, adicionados aos encontrados neste trabalho, sugerem que a 

abelha não possui um sistema de resposta imune específico a uma bactéria patógena (P. 

larvae) ou outra qualquer (E. coli, S. marcescens, M. luteus).  A evidência de que não 

existe um grupo de genes que são ativados devido ao tipo de infecção também foi vista 

por Irving et al. (2001) em Drosophila. Estes autores, utilizando-se da técnica de 

microarray de DNA, investigaram todo genoma deste inseto infectado com bactéria 

Gram-positiva, Gram-negativa ou fungo. Eles observaram que não existe uma clara 

distinção entre cada uma das infecções, uma vez que as mesmas categorias de genes 

foram induzidas por todas as infecções. 

Com relação ao início de ativação dos peptídeos, Casteels-Josson et al. (1994) 

observaram um rápido aumento de transcrição dos genes em adultos entre três e quatro 

horas após a infecção, e que a transcrição dos genes hymenoptaecina e abaecina 

ocorreu bem antes que do gene defensina. Os autores correlacionaram os níveis baixos 

de transcritos de defensina com a baixa quantidade deste peptídeo na hemolinfa. Eles 

também mostraram que os níveis altos de transcrição dos genes dos peptídeos 

antimicrobianos perduraram por até 36 horas. Em nosso trabalho observamos que ocorre 

um aumento de transcrição dos peptídeos já em 3 horas, mas com 12 horas as abelhas 

começavam a morrer, talvez devido ao número e a patogeneicidade da bactéria. A 

bactéria S. marcescens é considerada como um microorganismo que, mesmo em 

pequeno número, é fatal para Drosophila (Flyg et al., 1980; Kurz et al., 2003; Lemaitre & 

Hoffmann, 2007). Não observamos, no entanto, que o gene codificador da Defensina tem 

menor quantidade de transcritos do que os outros peptídeos em 12 horas de infecção 

pela S. marcescens. Além disso, recentemente, foi demonstrado que a quantidade de 

transcritos do gene defensina é maior que do gene abaecina em larvas de A. mellifera 

(Evans, 2004). A contradição entre os resultados do trabalho de Casteels-Josson et al. 
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(1994) e dos trabalhos mais recentes (este trabalho e Evans, 2004) poderia ser explicada 

pelas diferenças nas técnicas empregadas, Northern blot ou real-time RT-PCR.  

As larvas de primeiro ínstar de abelhas quando alimentadas com a bactéria P. 

larvae ou uma mistura de bactérias Gram-positivas, mostraram susceptibilidade por estas 

bactérias Gram-positivas através da ativação da transcrição de abaecina, porém, 

nenhuma alteração foi observada nos níveis de transcritos de defensina, como observado 

por Evans (2004) e Evans & Lopez (2004). Neste caso, os maiores níveis de expressão 

foram observados após 24 e 48 horas após a alimentação, e tempos menores (3, 6 e 12 

horas) não foram suficientes para ativação. No trabalho aqui apresentado, o experimento 

com alimentação não foi tão efetivo quanto o de injeção, mas foi justamente em tempos 

menores (6 e 12 horas) que se observou um aumento nos níveis de transcritos da 

defensina. Este fato pode ter sido por duas razões. Primeiro, as espécies de bactérias 

utilizadas foram diferentes e elas podem ter provocado respostas diferentes. Segundo, as 

idades das abelhas foram diferentes (larvas e adultos) e isto pode ocasionar resultados 

também diferentes, considerando que alguns autores acreditam que o investimento na 

resposta imune seria diferente em cada fase do desenvolvimento (Amdam et al., 2005), 

condicionado, inclusive, pelo ambiente em que vivem. Por exemplo, as crias de abelhas, 

que se desenvolvem em células não contaminadas ou muito pouco contaminadas, 

respondem muito mais à infecção com a síntese de Lisozima, uma enzima bacteriolítica, 

do que as abelhas adultas (Glinski & Jarosz, 1995). 

Em Drosophila, as proteínas sinalizadoras Dorsal 1-B e Cactus pertencem à via 

Toll, e Relish pertence à via Imd. Em A. mellifera, os genes codificadores para estas 

proteínas respondem à injúria e infecção de adultos por injeção de diferentes tipos de 

bactérias, assim como de larvas por alimentação com bactérias (Evans et al., 2006). No 

presente trabalho, estes genes foram regulados positivamente após injeção. O gene 

dorsal 1-b foi significantemente ativado somente por injúria, enquanto que cactus foi 

ativado independentemente do tipo de infecção (bactéria Gram-positiva ou Gram-

negativa) ou sob injúria. Já o gene relish foi ativado pelos dois tipos de bactérias. 
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Contudo, nos experimentos com alimentação, nenhuma diferença significativa foi 

observada. Os resultados encontrados no presente trabalho, e também por Evans et al. 

(2006), reforçam a hipótese de que não exista em abelha uma ativação da via por 

especificidade de agente infeccioso. 

Em Drosophila existem várias proteínas para o reconhecimento de 

microorganismos (Hultmark, 2003). Menor número de genes codificadores para estas 

proteínas em abelhas, pode também ser uma explicação para o tipo de resposta, tendo 

sido a resposta imune substituída em parte pelo componente social das abelhas 

(imunidade social). Dentre estas proteínas, analisamos a expressão de PGRP e GNBP, 

codificadores de proteínas de reconhecimento que proporcionam a ativação da via de 

sinalização Toll em Drosophila. Nos experimentos com injeção, somente infecção com M. 

luteus ocasionou aumento significativo da expressão de GNBP. Este resultado talvez 

indique a relação da ativação do gene codificador de GNBP, uma proteína de 

reconhecimento da via Toll, a partir de infecção por uma bactéria Gram-positiva (M. 

luteus). Esta é a única evidência de preferência de ativação da via de Toll por ativação de 

uma bactéria Gram-positiva em A. mellifera. Nos experimentos de infecção por ingestão 

de bactéria, no entanto, somente a transcrição do gene PGRP foi alterada e houve 

diminuição na quantidade de transcritos após 12 horas de tratamento com ambas 

bactérias, S. marcescens ou M. luteus. 

De uma maneira geral, os experimentos com injeções foram mais efetivos na 

verificação de alteração dos níveis de transcritos dos genes. Isto se deve ao estresse 

provocado não somente pela infecção, mas pela injúria causada pela injeção. Quando 

alguns insetos são machucados, o sistema imune é induzido sem a presença de 

microorganismos, sugerindo que outros sinais induzem a resposta que não é baseada no 

reconhecimento de padrões (pattern recognation), tais como fatores do tipo citoquina. 

Interessantemente, o “modelo de perigo” (Danger model) proposto em vertebrados 

descreve um sistema imune que responde a substâncias que causam danos, e não 

simplesmente à presença de corpos estranhos (Gallucci & Matzinger, 2001). Sinais de 
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alarme são enviados por células estressadas, danificadas ou parasitadas para o início de 

diferentes tipos de resposta imune em tecidos distintos em resposta a patógenos. 

Exemplos destes sinais são as proteínas de choque térmico, nucleotídeos, moléculas 

reativas ao oxigênio, produtos desagregados da matriz extracelular e citoquinas como os 

interferons (revisado em Roxström-Lindquist, 2002). O efeito do estresse pôde ser 

verificado em abelhas através da ativação de genes quando somente injúria foi feita, 

talvez esta ativação seja importante para a preparação de uma eventual contaminação 

nestes insetos pelo ferimento produzido com a injeção. Além disso, os genes que foram 

mais fortemente induzidos foram os de peptídeos antimicrobianos e da Transferrina, 

indicando que o sistema imune de A. mellifera, através da transcrição de genes efetores, 

é gerado efetivamente no combate a possíveis microorganismos invasores. 

 

Silenciamento de profenoloxidase 

O RNA de interferência (RNAi) tem-se mostrado como uma poderosa ferramenta 

para investigar função gênica. Particularmente no caso de abelhas, o RNAi supre certas 

limitações para a pesquisa de genômica funcional nestes insetos, uma vez que a 

manipulação genética e os mutantes não estão disponíveis em abelhas. Esta técnica tem 

sido usada com sucesso em abelhas para silenciamento da expressão de engrailed, gene 

importante durante o desenvolvimento de embriões (Beye et al., 2002), de vitelogenina, 

conhecida por sua ampla função além de ser a principal proteína do ovo (Amdam et al., 

2003; Guidugli et al., 2005; Amdam et al., 2006), de tor (target of rapamycin), importante 

na diferenciação de castas (Patel et al., 2007), e ainda o gene Am18w envolvido na 

resposta imune, que codifica um receptor responsável pela transdução do sinal 

intracelular da via Toll, também foi silenciado em abelhas (Aronstein & Saldivar, 2005). 

No presente estudo, experimentos de RNAi foram feitos visando o silenciamento 

de proPO de A. mellifera, para se verificar a importância deste gene na resposta imune e 

na pigmentação da cutícula. Em abelhas adultas, a injeção de dsRNA de proPO causou 

redução significativa tanto na quantidade de transcritos quanto na atividade da enzima 
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Fenoloxidase. Além disso, a injeção de diferentes doses de dsRNA de proPO mostrou 

que o silenciamento deste gene é maior em doses mais altas. Por outro lado, a 

especificidade do silenciamento da proPO foi verificada utilizando-se dois dsRNA 

diferentes, de um gene exógeno (green fluorescent protein - GFP) e de outro de uma 

Esterase de abelha (Juvenile Hormone Esterase - JHE). A injeção destes dsRNAs não 

causou diminuição nos níveis de transcritos de proPO, mostrando que o silenciamento de 

proPO foi específico. 

O sucesso do silenciamento de proPO possibilitou verificar a importância deste 

gene na sobrevivência das abelhas perante infecção por bactérias S. marcescens. As 

abelhas com o silenciamento de proPO mostraram uma taxa de sobrevivência 

significantemente menor do que os controles injetadas com água quando estes dois 

grupos foram infectados. Contudo, as abelhas injetadas com dsRNA de GFP, usado 

como controle, foram tão susceptíveis às bactérias quanto as abelhas injetadas com 

dsRNA de proPO. Estes resultados mostram, assim, que a proPO não tem um papel 

relevante na proteção das abelhas contra infecção por S. marcescens.  

Recentemente estudos com dípteras mostraram que a reação de melanização 

não é essencial para a sobrevivência destes insetos quando infectados por bactérias e 

fungos (Leclerc et al., 2006; Schnitger et al., 2007). Em abelhas, observamos também 

que o silenciamento de proPO foi tão prejudicial à sobrevivência dos adultos quanto do 

controle com dsRNA de GFP. Desta forma, nossos resultados também sugerem que a 

proPO não é crucial para sobrevivência das abelhas. 

As pupas de abelhas também foram usadas como um sistema para se verificar a 

importância da Fenoloxidase na resposta imune, com algumas vantagens em relação aos 

adultos. Pelo fato da pupa ser imóvel, o refluxo da solução de injeção, muitas vezes 

observado em adultos, foi minimizado. Além disso, as pupas toleram dupla injeção (de 

dsRNA e de bactéria), e também maiores concentrações de dsRNA (20 µg) do que os 

adultos. Como em adultos, o silenciamento de proPO em pupas com a injeção de dsRNA 

de proPO também foi efetivo e mostrou-se específico ao se injetar dsRNA de GFP e de 
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um gene codificador de Lacase em abelhas (Lac). A melanização usada na defesa imune, 

porém, não ocorreu em pupas injetadas com dsRNA de proPO e seguida de injeção com 

S. marcescens. Da mesma maneira, pupas injetadas com dsRNA de GFP não mostraram 

melanização da hemolinfa após infecção. Estes tratamentos, então, inibiram de alguma 

forma o escurecimento da hemolinfa, que é uma evidência da síntese da melanina 

(Sugumaran, 2002). A melanização é um componente crítico no mecanismo de defesa 

celular em insetos, e a atividade da Fenoloxidase é de suma importância para a síntese 

de melanina (Beerntsen et al., 2000; Christensen et al., 2005). A evidência direta do papel 

da Fenoloxidase em combater parasita foi demonstrada no mosquito Armigeres 

subalbatus (Shiao et al., 2001). Este mosquito, quando inoculado com RNA antisense 

para proPO, não respondeu à infestação por microfilária. Neste caso, a melanização do 

parasita foi quase que completamente abolida. Assim como em abelhas adultas, o 

tratamento com um dsRNA de um gene exógeno foi bastante prejudicial para este inseto, 

fazendo com que as pupas não respondessem à injeção de S. marcescens. Estes 

resultados sugerem que a presença de um RNA fita dupla na hemocele inibe a reação da 

Fenoloxidase, claramente observada em pupas controles, sem injeção de dsRNA. 

O processo da melanização em insetos tem sido descrito como essencial para 

outros eventos fisiológicos como no endurecimento do córion do ovo e da cutícula, assim 

como sua pigmentação (Christensen et al., 2005; Kim et al., 2005). Em abelhas, a 

cutícula começa a receber depósitos de pigmentos no meio do estágio pupal. A cutícula, 

então, torna-se progressivamente escura e esclerotizada para formar o exoesqueleto do 

adulto. Recentemente, nós estabelecemos uma estreita relação entre a pigmentação 

cuticular e o aumento nos níveis de transcritos de proPO, assim como, da atividade da 

Fenoloxidase em abelhas (Zufelato et al., 2004; Lourenço et al., 2005). No presente 

estudo, nós demonstramos que a injeção de dsRNA de proPO em pupas de abelhas, e a 

conseqüente redução na quantidade de transcritos, resultou na inibição da pigmentação 

da cutícula, sugerindo que a Fenoloxidase participa no escurecimento do exoesqueleto. 

Todavia, a injeção de dsRNA de GFP, que não diminuiu a quantidade de transcritos de 
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proPO, também resultou em pupas sem pigmentação cuticular. Estes resultados 

poderiam ser devido ao efeito colateral de injeção de altas doses de dsRNA. Em 

mamíferos, altas doses de shRNA (short-hairpin RNA) usado pra o silenciamento gênico 

provoca danos a tecidos e acarreta mortalidade dos animais, muito provavelmente pela 

competição e saturação das vias compartilhadas pelo silenciamento por shRNA e 

microRNAs, reguladores endógenos de transcrição (Grimm et al., 2006). A inibição da 

função dos microRNAs devido à saturação de vias endógenas, causada por altas doses 

de shRNA, também foi observada em estudos in vitro (Yi et al., 2005). Decidimos, então, 

diminuir a dose de dsRNA, e as pupas injetadas com dsRNA alvo ou controle não 

apresentaram pigmentação da cutícula. Estes resultados sugerem que a Fenoloxidase 

não tem uma participação crucial na pigmentação da cutícula em abelhas. 

Em insetos, as enzimas mais estudadas como função de melanização, 

fechamento de feridas, e imunidade são as Fenoloxidases conhecidas como 

Fenoloxidases do tipo Tirosinases (E.C. 1.10.3.1) (Ashida & Brey, 1998). O gene que 

codifica a Fenoloxidase do tipo Tirosinase em abelhas foi o alvo do presente estudo. 

Contudo, o papel de outra oxidase conhecida como Fenoloxidase do tipo Lacase (E.C. 

1.10.3.2) foi, até o momento, pouco explorado. Recentemente, o envolvimento de ambas 

oxidases na pigmentação e endurecimento da cutícula foi estudado em Tribolium 

castaneum através de RNAi (Arakane et al., 2005). Os resultados apontaram para as 

Lacases como enzimas principais no processo de pigmentação e endurecimento da 

cutícula neste besouro, embora não se possa ignorar uma pequena participação das 

Fenoloxidases do tipo Tirosinases neste processo.  

Nossos resultados com relação à pigmentação das pupas indicam duas 

possibilidades. Primeiro, indicaria a possível participação das Lacases como principal 

enzima na pigmentação. Outra possibilidade seria o efeito drástico causado pela injeção 

de dsRNA, que provocou um atraso no desenvolvimento das pupas e, por conseguinte, 

mascarou o resultado de interferência da Fenoloxidase tipo Tirosinase para visualização 

da participação desta enzima na pigmentação cuticular de abelhas.  
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Os mamíferos possuem uma via de resposta ao dsRNA longo que induz a 

expressão de interferon e ativa duas enzimas dependentes de dsRNA, a proteína quinase 

dependente de dsRNA (PKR) e a 2’,5’ oligoadenilato sintetase (OAS) (Samuel, 2001). 

Esta via antiviral é conhecida como resposta do interferon. Os interferons são citoquinas 

que funcionam como a primeira linha de defesa contra a infecção viral, através da 

ativação de uma resposta imune inata pela via do JAK/STAT (Sledz et al., 2003). Os 

efeitos não específicos causados pela ativação da via do interferon inicialmente dificultou 

enormemente a aplicação da metodologia de RNAi em muitas células de mamíferos. Este 

problema aparentemente parecia ter sido superado com a descoberta dos RNAs de 

interferência curtos (siRNA), que efetivamente silenciava o transcrito alvo sem ativar o 

sistema do interferon (Harborth et al., 2001; Yu et al., 2002). Todavia, pesquisas recentes 

têm sugerido que os siRNAs também podem ativar componentes do sistema do interferon, 

podendo assim, afetar amplamente a expressão de muitos genes (Kim et al., 2004; Sledz 

et al., 2003; Bridge et al., 2003). Além disso, outros estudos recentes em mamíferos têm 

chamado a atenção para a existência de efeitos off-target do RNAi, isto é, do 

silenciamento de outros genes que não o alvo, devido a uma pequena porção de 

identidade do siRNA (Jackson et al., 2003; Persengiev et al., 2004). Em alguns casos, 

regiões possuindo uma seqüência de 11 a 15 nucleotídeos idênticos a de um gene, são 

suficientes para induzir o silenciamento gênico (Jackson et al., 2003).  

O processo de RNAi em Drosophila está intimamente relacionado com a via de 

sinalização intracelular do Toll na resposta imune gerada contra vírus de dsRNA (Zambon 

et al., 2006), mas estes resultados são conflitantes com os de Dostert et al. (2005) que 

observaram que nenhum peptídeo antimicrobiano foi produzido após infecção com o 

vírus C (DVC) em Drosophila. Existem trabalhos, ainda, que mostram que a maquinaria 

de RNAi protege o adulto de Drosophila contra infecção viral (Galiana-Arnoux et al., 2006; 

Wang et al., 2006), e que a via JAK/STAT também faz parte da resposta anti-viral em 

Drosophila (Dostert et al., 2005). No entanto, existem evidências de que a imunidade 

baseada em RNAi é independente da via de sinalização JAK/STAT, uma vez que a 
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infecção por vírus não induz a via do RNAi e em mutantes desta via tiveram indução 

normal da via do JAK/STAT após infecção viral (Dostert et al., 2005; Wang et al., 2006). 

Apesar de resultados conflitantes, a alta similaridade da resposta imune inata entre os 

metazoários, desde plantas e insetos até mamíferos, evidencia a existência de um 

mecanismo ancestral de defesa (Janeway, 1989; Fearon & Locksley, 1996) e sugere que 

o sistema imune de insetos também seja ativado pelo dsRNA, assim como acontece em 

mamíferos. Além disso, recentemente, o efeito não específico (off-target) do RNAi 

associado com dsRNAs longos foram também observados em Drosophila, o que 

despertou a comunidade que trabalha com estes insetos para este problema (Kulkarni et 

al., 2006; Ma et al., 2006; Moffat et al., 2007). Podemos, assim, dizer que os dsRNAs 

podem gerar respostas inespecíficas através da ativação de genes da resposta imune e, 

também, pelos efeitos off-target. 

A presença de um dsRNA longo na hemocele da abelha pode ter iniciado o 

processo de resposta imune a este invasor. Evidências de que o sistema imune da 

abelha é ativado na presença de dsRNA de GFP pode ser observado nos resultados de 

silencimento de dorsal (discutido na próxima seção), onde a transcrição dos peptídeos 

antimicrobianos Abaecina e Defensina é maior em abelhas injetadas com dsRNA deste 

gene exógeno do que nos controles injetados com água.  

Os resultados de silenciamento da proPO sugerem, de maneira geral, que o 

dsRNA tenha gerado ativação do sistema imune da abelha. Como conseqüência, o custo 

da resposta imune muito provavelmente tenha desacelerado o desenvolvimento das 

pupas e, em adultos, dificultado a visualização da importância deste gene na resposta 

contra bactérias. Não podemos, ainda, excluir a possibilidade de efeitos off-target 

promovidos pela injeção de dsRNA, que possam ter impedido conclusões mais definitivas 

sobre as funções do gene em questão. 
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Silenciamento de dorsal 1-A, dorsal 1-B e dorsal 2 

Dorsal, uma proteína Relish, foi descrita em Drosophila como um importante fator 

de transcrição dos peptídeos antimicrobianos, sendo ativada pela presença de, 

principalmente, bactéria Gram-positiva e fungo (revisado em Hultmark, 2003). Até o 

momento foram descritos dois genes de dorsal em A. mellifera, dorsal 1 e dorsal 2 (Fan, 

2001; Evans et al., 2006). O gene dorsal 1 codifica, por splicing alternativo, duas 

isoformas de dorsal chamadas, neste trabalho, de dorsal 1-A e dorsal 1-B, cujas 

isoformas foram caracterizadas e estudadas no trabalho de Fan (2001). O gene dorsal 2 

foi predito durante a análise do genoma de abelha, mas nenhum estudo funcional foi feito 

com este gene (Evans et al., 2006).  

Em outros insetos, duas isoformas de Relish do tipo Dorsal foram encontradas, 

Rel1A e Rel1B, em Aedes aegypti (Shin et al., 2005), e BmrelA e BmrelB, em Bombyx 

mori (Tanaka et al., 2005). As isoformas de Relish presentes nestes insetos são 

derivadas de splicing alternativo e pertencem ao tipo Dif-Dorsal, sendo importantes para 

resposta imune (Shin et al., 2005, Tanaka et al., 2005). É importante ressaltar que, até o 

presente momento, o ortólogo de Dif (Dorsal related-immune factor), mediador da via Toll 

em Drosophila, não foi ainda encontrado em outros insetos, inclusive mosquitos, o que 

leva muitos pesquisadores a atribuírem o papel do Dif ao Dorsal ou Relish nestes insetos 

(Barillas-Mury et al., 1996; Sagisaka et al., 2004; Shin et al., 2005; Meister et al., 2005). 

Nenhum ortólogo de Dif foi encontrado ao se analisar o genoma de A. mellifera (Evans et 

al., 2006).  

Em Drosophila, três moléculas Rel/NF-κB – Dif, Dorsal e Relish – afetam a 

expressão de numerosos genes incluindo os peptídeos antimicrobianos, sendo que Dif e 

Dorsal fazem parte da via de sinalização Toll, e Relish da via Imd (revisado em Hultmark, 

2003). Nestes mesmos insetos foi identificado Dorsal-B, um splicing que dá origem a um 

variante de Dorsal, sendo que a expressão de ambas formas aumenta no corpo 

gorduroso de larvas após infecção (Gross et al., 1999). Em A. mellifera, o Dorsal 1-B, 

possui características muito parecidas com o ortólogo de Drosophila. Nos domínios C-
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terminal está presente um sinal de localização nuclear (nucleus localization signal - NLS) 

bipartido (Shin et al., 2005), além de outras regiões com alta similaridade como RHD 

(domínio Rel) e IPT_NF-κB (domínio de transcrição do fator NF-κB) na região N-terminal 

(Fan, 2001). 

Neste trabalho, nós investigamos a contribuição de dorsal na resposta imune de 

pupas de olho branco de A. mellifera com o uso da técnica de RNAi injetando dsRNA de 

dorsal 1-A (dla), dorsal 1-B (dlb) e dorsal 2 (dl2), bem como combinações destes dsRNA. 

Em todos os casos houve redução nos níveis de transcritos. A resposta de dorsal 1-A, 

dorsal 1-B e dorsal 2 ao silencimaneto foi maior em abelhas injetadas com dsRNA dos 

genes alvo cinco dias após a infecção quando comparados aos experimentos de três dias 

de tratamento. Não é de se surpreender que os níveis de transcritos de dorsal 1-A 

diminuem após tratamento com dsRNA de dl2, uma vez que as seqüências entre estes 

dois genes são muito parecidas, e a construção de um dsRNA longo não permitiu 

extrema exclusividade entre as seqüências. Desta maneira, o dsRNA de dl2 possui 

pequenas regiões complementares ao dorsal 1-A que foram suficientes para silenciar 

este gene, além de dorsal 2. O grupo de abelhas injetado com dsRNA de GFP foi 

escolhido como controle pelo fato de, uma maneira geral, apresentar alterações na 

transcrição gênica dos genes alvo. 

A importância de Dorsal na imunidade foi testada através de infecção com a 

bactéria Gram-positiva Paenibacillus larvae, causadora de cria pútrida americana em 

abelhas, e com a bactéria Gram-negativa Escherichia coli. Os genes codificadores da 

Abaecina e da Defensina foram, então, analisados, uma vez que estes peptídeos são 

muito provavelmente ativados por um fator de transcrição Rel/NF-κB. Os níveis de 

transcritos de abaecina não se alteraram em nenhum dos grupos tratados, nem por tipos 

de bactérias ou pelo tempo de infecção. Em contraste, a quantidade de transcritos de 

defensina diminuiu significantemente em abelhas injetadas com dsRNA de dla+2 e de 

dla+b+2, após infecção com P. larvae. Estes resultados sugerem fortemente que o 

silenciamento de dorsal 1-A e/ou dorsal 2 afetam na transcrição de defensina em abelhas 
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infectadas com bactéria Gram-positiva. Podemos observar, ainda, que a injeção de um 

dsRNA exógeno (GFP) foi suficiente para ativar a resposta imune, uma vez que a 

transcrição dos peptídeos Abaecina e Defensina, foi ativada. Assim, este grupo injetado 

com dsRNA de GFP foi considerado como grupo controle, também neste caso, já que 

este efeito, apesar de não desejado, aparentemente não interferiu nos resultados. 

A Abaecina é um peptídeo, até o momento, exclusivo de A. mellifera. Ele possui 

34 aminoácidos, é rico em prolina e possui grande similaridade com outro rico em prolina, 

a Drosocina (Casteels et al., 1990; Casteels-Josson et al., 1994; Casteels & Tempst, 

1994). Estudos de atividade antimicrobiana revelaram que Abaecina age contra bactérias 

Gram-negativas (Casteels et al., 1990; Fontana et al., 2004). O fato de a Drosocina ser 

ativada pela via Imd em Drosophila (Hoffmann et al., 1996) e da grande similaridade entre 

a Abaecina e a Drosocina, nos leva a sugerir que a regulação da Abaecina deva ser feita 

por Relish através da ativação da via Imd em abelhas. Assim, o silenciamento de dorsal, 

não acarretaria problemas na transcrição de abaecina, como observamos neste trabalho. 

Não podemos, no entanto, eliminar a hipótese de que o gene abaecina também seja 

regulado por outra via de sinalização (Toll), uma vez que não observamos maior  

quantidade de transcritos de abaecina em abelhas com infecção de uma bactéria Gram-

negativa, a E. coli, quando comparada com infecção de P. larvae. 

As Defensinas de insetos são peptídeos ricos em cisteínas e compostos de 36 a 

46 aminoácidos, exceto para abelhas A. mellifera e B. terrestris que possuem 51 

aminoácidos. Estes peptídeos mostram atividade contra um grande número de bactérias 

Gram-positivas, sendo que somente poucas Gram-negativas, fungos e leveduras são 

afetados pelas Defensinas (Bulet et al., 1999). A diminuição nos níveis de transcritos de 

defensina de abelhas silenciadas e infectadas com uma bactéria Gram-positiva sugere 

fortemente que dorsal é responsável pela transcrição da defensina, na via de sinalização 

do Toll quando ativada por uma bactéria Gram-positiva. A via Toll em Drosophila controla 

a transcrição do peptídeo antifúngico Drosomicina, enquanto que a via Imd ativa a 
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transcrição dos peptídeos contra Gram-negativas Diptericinas e Drosocinas. As 

Cecropinas, Attacinas e Defensinas parecem ser controladas pelas duas vias (Hoffmann 

et al., 1996). Desta maneira, a transcrição de defensina não seria regulada somente por 

Dif/Dorsal, mas também por Relish. Este fato explica a razão de nem todos grupos com 

silenciamento de dorsal apresentarem diminuição nos níveis dos transcritos de defensina. 

Além disso, se defensina é realmente controlada pelas duas vias, as abelhas com 

silenciamento de dorsal e maior período de infecção (48 horas) puderam ativar a 

defensina pela via Imd, em quantidade suficiente, fazendo com que não pudéssemos 

observar redução nos níveis de transcritos deste gene. 

Em Bombyx mori transgênico, cujo gene de Rel (homólogo de Dorsal) foi 

silenciado, houve inibição na ativação de vários genes de peptídeos antimicrobianos após 

infecção com Micrococcus luteus (Tanaka et al., 2005). No entanto, em A. mellifera, 

apesar de analisarmos somente dois genes codificadores de peptídeos antimicrobianos, 

não observamos com tanta clareza a importância de Dorsal para a transcrição destes 

genes, uma vez que Dorsal não parece ser crucial para a transcrição de defensina. 

Recentemente, muitos trabalhos têm mostrado a interação das duas vias de sinalização, 

Toll e Imd, na regulação dos genes de peptídeos antimicrobianos, havendo, portanto, 

redundância nesta regulação em Drosophila (De Gregorio et al., 2002; Tanji et al., 2007; 

Pal et al., 2007). Este modelo é contra a visão, que ainda prevalece, de que a resposta 

imune em Drosophila seria específica e não teria redundância (Lemaitre, 2004). Acredita-

se que a cooperação das proteínas Rel/NF-κB seja particularmente necessária quando 

as duas vias são estimuladas por um nível baixo de infecção e/ou por muitos tipos de 

microorganismos, que é provavelmente o cenário mais comum que ocorre na natureza 

(Tanji et al., 2007). A ativação do sistema imune em insetos é bastante complexo, 

envolvendo também a possibilidade da formação de heterodímeros e homodímeros das 

três proteínas Rel/NF-κB para criar fatores de transcrição com diferentes especificidades 

(Han & Ip, 1999) e a presença de vários grupos de sítios κB na região promotora dos 
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genes de peptídeos antimicrobianos (Senger et al., 2004), pode determinar os níveis de 

expressão e a capacidade de resposta das vias Toll e Imd (Tanji et al., 2007). Esta 

complexidade também deve existir em A. mellifera. Nossos resultados sugerem que 

existe uma cooperação entre as vias Toll e Imd na transcrição de defesina, apesar de 

existir evidências de que o gene defensina seja regulado preferencialmente por um fator 

de transcrição Rel/NF-κB do tipo Dorsal. 

 

Proteínas de estocagem em abelhas infectadas por bactérias 

As proteínas de estocagem estudadas neste trabalho foram Vitelogenina, 

Hexamerina 70a, Lipoforina I e Lipoforina III. As abelhas infectadas com a bactéria M. 

luteus apresentaram redução significativa na quantidade de transcritos de vitelogenina e 

da proteína, em qualquer tipo de injeção (água, M. luteus ou S. marcecens). A 

Vitelogenina parece estar relacionada à resposta imune por ser uma glicoproteína 

ligadora a zinco, um íon necessário para funcionamento normal de hemócitos. Neste 

caso, a diminuição da quantidade de hemócitos seria causada pela queda dos títulos de 

zinco na hemolinfa, como conseqüência da falta de síntese da Vitelogenina (Amdam et al., 

2004). Além disso, esta proteína pode ser fonte de aminoácidos na produção de alimento 

para a cria, a geléia real, produzida pelas glândulas hipofaríngeas das abelhas nutridoras 

(Amdam et al., 2003). Em Anopheles gambiae, a infecção pelo agente causador da 

malária pode causar a redução, no corpo gorduroso, da quantidade dos transcritos de 

vitelogenina (Ahmed et al., 1999). A redução de transcritos para esta proteína também foi 

observada em abelhas infectadas (este trabalho), sugerindo que a Vitelogenina deve 

participar do sistema imune de uma outra maneira que não afetando os hemócitos. Estas 

células fazem parte da reação celular e sua redução causada pela queda de Vitelogenina 

não seria vantajosa durante um período crítico da resposta imune. A redução da 

quantidade de transcritos assim como da proteína em abelhas, pode ainda sugerir que a 

Vitelogenina é utilizada como fonte de aminoácidos para a produção de outras proteínas 
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diretamente relacionadas com a destruição dos microorganismos invasores, como por 

exemplo, na síntese dos peptídeos antimicrobianos.  

As Hexamerinas de insetos participam do estoque de aminoácidos para a 

metamorfose (Telfer & Kunkel, 1991) e providenciam energia para este processo 

(Levenbook, 1985; Levenbook & Bauer, 1984; Pan & Telfer, 1999; Telfer & Kunkel, 1991). 

Como funções secundárias, as Hexamerinas podem fornecer energia para a manutenção 

do metabolismo, carregar substâncias hidrofóbicas tais como lipídeos e ecdisteróides 

(Kanost et al.,1990), modular a quantidade de hormônio juvenil circulante (Zhou et al., 

2007), participar na regulação de casta em cupins (Zhou et al., 2006) e participar do 

componente estrutural da cutícula (Marinotti et al., 1988; Peter & Scheller, 1991). 

Algumas Hexamerinas de insetos têm sido apresentadas como envolvidas na resposta 

imune. O conteúdo alto de aminoácidos aromáticos nas Arilforinas (um tipo de 

Hexamerina) pode aumentar a capacidade de ligação destas proteínas com substratos, 

fazendo, assim, que sejam ideais para isolamento de parasitas (Burmester, 1999). Devido 

às diferentes funções das Hexamerinas, a regulação de sua expressão é complexa. Em 

abelhas, existem quatro Hexamerinas, HEX 110, HEX 70a, HEX 70b e HEX 70c (Danty et 

al., 1998; Cunha et al., 2005; Bitondi et al., 2006). Somente Hex 70a é encontrada em 

quantidades significativas em adultos e ela é composta de um grande número de 

aminoácidos aromáticos, caracterizando, assim, uma Arilforina (Danty et al., 1998; 

Martins, J.R., comunicação pessoal). Por estas razões, esta proteína foi usada neste 

trabalho para analisar sua possível participação na imunidade em abelhas adultas 

infectadas por bactérias. No entanto, nenhuma diferença significante pôde ser observada 

na quantidade de transcritos ou proteína da Hex 70a em abelhas infectadas com relação 

aos controles. Estes resultados diferem do que já foi encontrado em outros insetos. Em 

Locusta migratoria, a infecção pelo fungo Metarhizium anisopliae provoca uma alta 

expressão de uma Hexamerina (Wang et al., 2007). A quantidade de uma Hexamerina do 

tipo Arilforina também aumentou na mariposa Pseudaletia separata ao ser infectada pela 

vespa Cotesia kariyai (Hayakawa, 1994). Os tipos de infecção nestes organismos foram 
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bem diferentes dos usados para infecção em abelhas, e talvez, por esta razão, os 

resultados sejam diferentes. Apesar destes autores observarem aumento da Hexamerina 

após a infecção, não se sabe ainda o verdadeiro papel destas proteínas na resposta 

imune. 

A Lipoforina de insetos é composta pela apoLp-I e apoLp-II, e funciona como 

transportadora de lipídeos da dieta, do intestino para o corpo gorduroso, enquanto que 

também distribui lipídeos estocados ou sintetizados para tecidos periféricos (Ogoyi et al., 

1995; Rodenburg & Van der Horst, 2005). O corpo gorduroso está envolvido no 

metabolismo de lipídeos por ser o local de estoque e mobilização destas moléculas. 

Estudos de Lipoforina de insetos revelaram que a quantidade desta proteína aumenta 

após infecção com microorganismos (Cheon et al., 2006; Wang et al., 2007). Em Aedes 

aegypti, genes codificadores da Lipoforina e do receptor de Lipoforina de corpo gorduroso 

têm sua expressão aumentada após infecção por bactéria Gram-positiva, fungo ou 

ingestão de parasita, indicando que o metabolismo de lipídeos está envolvido na resposta 

imune sistêmica gerada pela presença de patógenos e parasitas (Cheon et al., 2006). 

Curiosamente, a infecção com bactérias Gram-negativas, nestes insetos, não gerou 

aumento na quantidade de transcritos de lipoforina (Cheon et al., 2006). No entanto, a 

infecção com o fungo M. anisopliae provocou um aumento nos transcritos de lipoforina 

em L. migratoria (Wang et al., 2007). Esta proteína também é encontrada nos coágulos 

juntamente com outras proteínas, e está intimamente relacionada com a ativação da 

cascata da Profenoloxidase, o que indica que a Lipoforina participa da coagulação, um 

processo extremamente importante para o fechamento de feridas e defesa imune contra 

organismos invasores (Li et al., 2002; Mullen & Goldsworthy, 2003; Rahman et al., 2006). 

No entanto, em abelhas A. mellifera infectadas, não observamos qualquer alteração 

significativa na quantidade de transcritos de lipoforina. 

 A Lipoforina III também é uma glicoproteína transportadora de lipídio como a 

Lipoforina I/II. Além desta função, a Lipoforina III pode ser classificada como proteína de 

reconhecimento (PRR), ligando-se a moléculas comuns aos grupos de microorganismo, 
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ou seja, aos componentes de parede celular (Hoffmann et al., 1999). A redução de 

Lipoforina III, bastante expressiva em abelhas infectadas com bactérias, merece maior 

atenção e estudos futuros poderão elucidar a participação desta glicoproteína na 

imunidade não só de abelhas como de insetos em geral. 

A redução expressiva de várias proteínas de estocagem sugere duas 

possibilidades: estas proteínas serviriam como fonte de aminoácidos para produção de 

outras proteínas diretamente envolvidas no combate aos microorganismos, ou, ainda, 

que devido ao custo gerado pela resposta imune, estas proteínas não seriam mais 

produzidas neste momento e a maquinaria do corpo gorduroso seria utilizada para a 

produção de moléculas efetoras sintetizadas durante a resposta imune. 

 

Imunidade em abelhas alimentadas com diferentes dietas 

A quantidade de transcritos das proteínas de estocagem estudadas neste trabalho 

(Vitelogenina, Hexamerina 70a, Lipoforina I e Lipoforina III) foi analisada em abelhas que 

receberam diferentes tipos de alimentação: xarope, beebread e geléia real, e infetadas 

com S. marcescens. Os genes codificadores do peptídeo antimicrobiano Defensina e da 

enzima Profenoloxidase foram analisados quanto a sua transcrição após infecção. 

Apesar de não ter havido nenhuma alteração na quantidade de transcritos de defensina, 

os níveis de transcritos de profenoloxidase diminuíram em abelhas alimentadas com 

beebread e infectadas. A diminuição dos níveis de transcritos de profenoloxidase em 

abelhas infectadas já foi observada anteriormente neste trabalho, como característica de 

abelhas com ativação do sistema imune. A não alteração dos níveis de transcritos de 

defensina em abelhas infectadas talvez se deva pelas diferenças nas estratégias de 

infecção, que, neste caso, foi via oral, somados aos tipos de alimentação. Todavia, os 

resultados de redução na quantidade de transcritos e/ou proteínas das proteínas de 

estocagem em abelhas infectadas, confirmando resultados anteriores, mais a diminuição 

na quantidade de transcritos de profenoloxidase, indicam certamente um panorama de 

resposta imune à infecção. Estes resultados mostram, ainda, que a infecção por ingestão 
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de S. marcescens também é efetiva na ativação do sistema imune como a injeção desta 

bactéria na hemocele de abelhas. 

Em abelhas não infectadas, somente alimentação com beebread proporcionou um 

aumento significativo de todas as proteínas de estocagem aqui estudadas, apesar da 

geléia real também ser uma fonte protéica. Sendo assim, a melhor fonte protéica para as 

abelhas é o beebread. O tipo de dieta consumida pelas abelhas influenciando na 

quantidade de proteínas de estocagem já foi demonstrado (Bitondi & Simões, 1996; 

Cremonez et al., 1998; Cunha et al., 2005; Bitondi et al., 2006). A concentração de 

Vitelogenina na hemolinfa de abelhas adultas foi consideravelmente maior em indivíduos 

que receberam pelo menos 50% de pólen na dieta (Bitondi & Simões, 1996) ou beebread 

(Cremonez et al., 1998). A quantidade das Hexamerinas 70b e 110 foi também 

significativamente maior na hemolinfa de abelhas alimentadas com beebread quando 

comparadas àquelas alimentadas somente com açúcar (Cunha et al., 2005; Bitondi et al., 

2006).  

A infecção com S. marcescens provocou alteração significativa nos níveis de 

transcritos dos genes profenoloxidase, vitelogenina, hexameria 70a e lipoforina III 

somente em abelhas que tinham altos níveis de RNAm destes genes, ou seja, naquelas 

que foram alimentadas com beebread. Estes resultados mostram que a alimentação com 

xarope ou geléia real pode ser restritiva à ativação da resposta imune. Poucos estudos 

têm revelado a relação entre a dieta dos insetos e a sua imunidade. Por exemplo, a larva 

do barbeiro Rhodnius prolixus alimentada somente de plasma, ao invés de sangue, tem 

menor produção de peptídeos antimicrobianos (do tipo Cecropina), além de redução da 

atividade da Lisozima e formação de nódulos, menor número de hemócitos e são menos 

resistentes quando infectados experimentalmente com bactérias (Feder et al., 1997). A 

privação de alimento também leva à redução das funções imunes no besouro Tenebrio 

molitor (Siva-Jothy & Thompson, 2002) e a uma maior susceptibilidade da mosca tsé-tsé 

à infecção por tripanossomo (Welburn et al., 1989; Kubi et al., 2006). Sabe-se ainda que 
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sob condições controladas de alimentação, a produção de peptídeos antimicrobianos 

depende das reservas do corpo gorduroso (Hetru et al., 1998).  

As proteínas de estocagem Hexamerinas e Lipoforinas, além da essencial 

Vitelogenina para o crescimento dos ovos, estão intimamente relacionadas com a 

reprodução em insetos. A Hexamerina foi descrita como suporte na produção de ovos de 

vários insetos (Pan & Telfer, 1996, 1999, 2001; Seo et al., 1998; Wheeler et al., 2000; 

Capurro et al., 2000; Hahn & Wheeler, 2003), assim como de A. mellifera (Bitondi et al., 

2006); e a Lipoforina foi encontrada em ovos de muitos insetos (Kawooya et al., 1988; Liu 

& Ryan, 1991; Telfer et al., 1991; Sun et al., 2000; Yun et al., 1994; Engelmann & Mala, 

2005) e também de abelhas A. melliferas (Guidugli-Lazzarini, 2006). Em abelhas, a 

importância da Hexamerina e da Lipoforina na reprodução também já foi realçada (Bitondi 

et al., 2006; Guidugli-Lazzarini, 2006). Deste modo, a alimentação rica em proteína, como 

foi o caso do beebread, proporciona maior acúmulo destas proteínas de estocagem e, por 

conseqüência, recursos para uma abelha operária, na ausência da rainha, ativar o ovário 

e produzir ovos. A presença de ovários ativos foi confirmada em operárias alimentadas 

com beebread, mas o mesmo não ocorreu em operárias alimentadas com xarope ou 

geléia real (Guidugli-Lazzarini, comunicação pessoal). Podemos, assim, observar a 

importância da alimentação com pólen para a síntese destas proteínas e, 

conseqüentemente, o status reprodutivo de uma abelha operária. A restrição de dieta 

também reduz a fecundidade em Drosophila, uma vez que este inseto produz menor 

quantidade de ovos (Burger et al., 2007). 

O custo de um processo, como a resposta de defesa imune, é uma das limitações 

centrais consideradas em estudos de ecologia evolutiva. Custos relevantes são 

estimados não somente pelo custo absoluto da defesa imune, isto é, da demanda 

energética ou da quantidade de nutrientes necessários, mas também pela perda do 

fitness se nenhum outro caminho é encontrado (Schmid-Hempel, 2005). O custo da 

ativação da resposta imune por algum outro processo é fácil de se interpretar e medir, 

como a redução da fecundidade. Em Drosophila, por exemplo, o parasitismo por um 
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himenóptero, causou redução no tamanho e número de ovos, mostrando assim, redução 

de fitness do adulto parasitado (Fellowes et al., 1999). Uma compensação fisiológica 

entre imunidade e reprodução também foi vista em T. molitor (Rolff & Siva-Jothy, 2002). 

O fato das abelhas alimentadas com beebread e infectadas com bactéria apresentarem 

quantidades muito pequenas de proteínas de estocagem, muito provavelmente indica que 

estas abelhas não teriam o recurso essencial para a ativação dos ovários, sugerindo 

assim, que existe esta troca de investimentos de recursos entre a ativação da resposta 

imune e a fecundidade nas abelhas. 

 

Imuno-senescência 

Imuno-senescência é a redução da eficiência da imunidade à medida que o 

organismo envelhece. As operárias adultas possuem polietismo etário, que é 

estabelecido pela divisão de trabalho baseada em comportamento de abelhas que 

executam diversas tarefas ao longo de sua vida adulta. Em uma colônia típica, as 

abelhas executam diferentes tarefas dentro da colônia durante as duas e três primeiras 

semanas de vida adulta, incluindo o cuidado com a cria, ou seja, de nutridora, e, então, 

tornam-se forrageadoras de néctar e pólen nas últimas semanas de vida (Winston, 1987). 

As abelhas forrageiras estão, assim, mais suscetíveis aos micróbios presentes no meio 

ambiente, principalmente em plantas. O sistema imune durante esse período deveria, 

então, permitir uma maior defesa à abelha. No entanto, acredita-se que abelhas mais 

velhas apresentem declínio na resposta imune devido à diminuição da quantidade de 

hemócitos por apoptose, processo que está relacionado com altos níveis de hormônio 

juvenil, que é uma característica de forrageiras (Amdam et al., 2004; 2005). 

Para verificarmos a senescência da resposta imune utilizamos abelhas de idades 

diferentes, com funções distintas em uma colônia típica: recém-emergidas, nutridoras e 

forrageiras. Além disso, para excluirmos o fator da idade, utilizamos abelhas com funções 

diferentes, mas com mesma idade a partir de uma colônia single-cohort. Neste caso, 
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foram utilizadas abelhas nutridoras e forrageiras novas, de 6-8 dias, e nutridoras e 

forrageiras velhas, de 21-23 dias. 

A infecção com bactéria S. marcescens provocou, em cinco horas de infecção por 

injeção, a resposta imune em todos os grupos estudados independentemente do 

comportamento ou da idade, ou seja, nas abelhas de uma colônia típica, ou nas abelhas 

das colônias single-cohort. Assim, a capacidade de ativação do sistema imune observada 

pelo aumento da transcrição de defensina foi evidente, mesmo nas abelhas mais velhas. 

Contudo, sob a estratégia de infecção por alimentação, as abelhas forrageiras, de 

qualquer idade, isto é, novas ou velhas, sempre foram mais susceptíveis à infecção por S. 

marcescens e/ou confinamento em caixinhas, que é uma condição de estresse, quando 

comparadas às abelhas recém-emergidas e nutridoras.  

Em mamíferos, a imunidade compreende um sistema de dois componentes, a 

imunidade adaptativa e a inata, que funcionam conjuntamente de maneira complexa. A 

imunidade adaptativa combina o reconhecimento altamente específico do antígeno e na 

memória imunológica através da modificação genética de linfócitos e expansão clonal. O 

declínio funcional da imunidade com o envelhecimento em mamíferos é acompanhado de 

mudanças sistêmicas, como do remodelamento do sistema adaptativo e da ativação do 

sistema imune inato, que resulta no desenvolvimento de inflamação crônica (DeVeale et 

al., 2004). Em Drosophila, o envelhecimento também está relacionado com o aumento na 

transcrição de genes relacionados com imunidade (Pletcher et al., 2002), que, como todo 

inseto, possui somente sistema imune inato. Enquanto que a imunidade adaptativa é 

encontrada somente em vertebrados, a imunidade inata foi conservada em todos os 

animais (Janeway & Medzhitov, 2002). Assim, a ativação do sistema imune inato com o 

envelhecimento parece ser um padrão nos animais. Em A. mellifera, a possibilidade de 

manipulação do comportamento, permite que abelhas com comportamento e fisiologia de 

abelhas mais velhas, ou seja, forrageiras, possam fazer este comportamento sendo uma 

abelha ainda jovem, em um processo denominado de plasticidade. Em nossos resultados, 

observamos que abelhas novas com características de abelhas velhas (forrageiras) 
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ativaram seu sistema imune, o que parece concordar com os resultados encontrados em 

animais mais velhos. Contudo, as forrageiras foram mais susceptíveis que abelhas de 

uma mesma idade, mas com característica de abelha nova. Nossos resultados, então, 

nos levaram a investigar outros fatores que possivelmente estariam afetando a 

sobrevivência de abelhas novas com fisiologia e comportamentos de mais velhas. 

Recentemente, foi demonstrado em colônias single-cohort de A. mellifera que abelhas 

mais velhas são mais susceptíveis ao estresse que abelhas mais novas executando o 

mesmo comportamento, sugerindo que a mortalidade das mais velhas ocorra devido à 

sua fisiologia e não somente aos riscos encontrados fora da colônia (Remolina et al., 

2007). 

 Estudos recentes com abelhas têm gerado resultados que levam à proposição de 

modelos da relação entre o hormônio juvenil (HJ), a via de sinalização da insulina e a 

proteína Vitelogenina (Corona et al., 2007; Hunt et al., 2007).  

Como já dito anteriormente, as operárias adultas de uma colônia típica executam 

tarefas de acordo com a sua idade. Todavia, este comportamento é extremamente 

plástico. Em resposta ao contexto social e necessidades da colônia, os indivíduos podem 

aumentar ou diminuir sua taxa de desenvolvimento, ou até mesmo, retornar a estágios 

comportamentais anteriores. Por exemplo, em colônias com baixo número de nutridoras, 

as abelhas jovens continuam cuidando da cria ao invés de começar a executar tarefas 

fora da colônia (Robinson et al., 1989). Do mesmo modo, em colônias que não tem 

abelhas jovens, abelhas mais velhas, que normalmente seriam forrageiras, revertem seu 

papel para a função de nutridoras (Robinson et al., 1992; Huang & Robinson, 1996). O 

início do forrageamento é associado com aumento do HJ (Fluri et al., 1982), o que 

provoca a inibição da síntese de Vitelogenina (Pinto et al., 2000). 

O HJ parece dar a velocidade do desenvolvimento comportamental. Embora 

tratamento com hormônio juvenil possa acelerar a transição de operárias de dentro da 

colônia para forrageiras, este efeito requer muitos dias, sugerindo que o HJ não ative este 

comportamento (Elekonich & Robinson, 2000). Além disso, o HJ não é essencial para o 
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forrageamento, uma vez que operárias sem HJ, pela retirada dos corpora allata (a única 

fonte de HJ) no primeiro dia de vida adulta, ainda se tornam forrageiras, mas com idade 

mais avançada, este atraso no forrageamento é eliminado com reposição de HJ (Sullivan 

et al., 2000). 

O comportamento de forrageamento ainda envolve a especialização da abelha em 

coleta de néctar ou pólen. As abelhas de linhagens selecionadas para maior estoque de 

pólen iniciam o forrageamento mais cedo, além de serem mais propensas a carregar 

pólen, e em grande quantidade (Page & Fondrk, 1995). Este tipo de abelha possui altos 

níveis de HJ e Vitelogenina na hemolinfa ao emergirem, além de ovários bastante 

desenvolvidos (Amdam et al., 2004; 2006). Diante deste cenário, a divisão de trabalho 

levando ao forrageamento, deve ter evoluído de um ancestral com uma rede reguladora 

envolvendo a via de sinalização da insulina (Hunt et al., 2007), uma vez que o número de 

ovaríolos em abelhas é determinado durante o terceiro ínstar larval através de uma 

cascata endócrina de sinalização dependente da nutrição (Wheeler et al., 2006).  

A via de sinalização da insulina é a principal via da interpretação da informação 

nutricional em vários organismos (Ikeya et al., 2002; Nijhout et al., 2003). Esta via é um 

módulo conservado evolutivamente que age como mensageira na regulação de 

crescimento e tamanho (Oldham et al., 2002). Além disso, ela está associada com 

envelhecimento e encurtamento da vida em Drosophila melanogaster e Caenorhabditis 

elegans (Finch & Ruvkun, 2001). Estudos em Drosophila indicam a conexão entre a via 

de sinalização da insulina e o HJ (Tatar et al., 2001; Tu et al., 2005). Em abelhas, como 

discutido anteriormente, os títulos de HJ e Vitelogenina apresentam, em geral, um padrão 

inverso. A Vitelogenina tem, nestes insetos, um papel importante como antioxidante, pela 

sua capacidade em se ligar ao zinco, levando assim ao aumento da longevidade em 

abelhas (Amdam et al., 2004; Seehuus et al., 2006). Esta proteína, além de ser 

considerada como protetora pela sua capacidade antioxidante, parece coordenar vários 

processos como trabalhar juntamente com o HJ em uma rede duplo-repressora para 

coordenação do comportamento (Amdam & Omholt, 2003). Nesta rede, a Vitelogenina 
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seria responsável pela supressão do HJ e pela inibição da mudança do comportamento 

de atividades dentro da colônia para de forrageadora. Utilizando-se da técnica de RNA de 

interferência, estas hipóteses foram confirmadas, uma vez que a diminuição de 

Vitelogenina provocou aumento nos níveis de HJ (Guidugli et al., 2005) e o início mais 

cedo do comportamento de forrageamento (Nelson et al., 2007). 

Os modelos de interação entre hormônio juvenil (HJ), a via de sinalização da 

insulina e a proteína Vitelogenina, propostos por Hunt et al. (2007) e Corona et al. (2007) 

consideram de maneira geral que a via da insulina está acima da regulação de HJ e da 

Vitelogenina, e é mediadora do comportamento de forrageamento (Hunt et al., 2007) e do 

envelhecimento (Corona et al., 2007). 

Considerando a estreita relação entre o HJ, a via de sinalização da insulina e da 

Vitelogenina, resolvemos estudar estas características nas abelhas para tentar 

estabelecer o processo de envelhecimento relacionado com a imunidade. 

Em abelhas de uma colônia típica, a infecção provocou a diminuição nos níveis 

dos transcritos de vitelogenina em abelhas recém-emergidas e forrageiras. Estas abelhas 

são consideradas mais frágeis que as nutridoras (Seehuus et al., 2006). A diminuição na 

quantidade de transcritos de vitelogenina, em abelhas infectadas, foi observada e 

discutida anteriormente. Como esperado, a quantidade da proteína Vitelogenina no 

abdômen das nutridoras foi maior que em recém-emergidas e forrageiras. Além disso, o 

aumento significativo da quantidade de transcritos do peptídeo do tipo insulina em 

forrageiras com relação às nutridoras também confirma resultados encontrados por 

Corona et al. (2007), onde os autores verificaram aumento de transcrição deste peptídeo 

em abelhas mais velhas. Em abelhas forrageiras o consumo de açúcares é maior para 

fornecimento de energia para o vôo. Já as abelhas nutridoras consomem maior 

quantidade de proteínas como recurso para a produção de alimento para as crias. Esta 

diferença faz com que os genes da via de insulina apresentem maior transcrição em 

forrageiras. Nenhuma alteração foi observada com relação aos níveis de transcritos da 

bombyxina, gene codificador de um peptídeo com estrutura do tipo insulina. Mas, como 
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ainda não se conhece o verdadeiro papel da Bombyxina em A. mellifera, pode ser que 

este peptídeo não participe da via de insulina nestes insetos. 

Curiosamente, a infecção provocou aumento na transcrição do gene do peptídeo 

do tipo insulina em recém-emergida e diminuição em forrageira. As abelhas recém-

emergidas, neste experimento, foram alimentadas com uma mistura contendo pólen e 

açúcar. Sabe-se que abelhas de até três a cinco dias de idade começam a preparar o 

intestino para a produção de endopeptidases digestivas para que o pólen seja digerido 

(Crailsheim, 1988), assim, as abelhas recém-emergidas ainda não possuem a 

capacidade de digestão do pólen. O aumento do consumo de alimento durante a 

estimulação do sistema imune pela injeção de LPS (lipopolissacarídeo, componente da 

parede de bactérias) já foi observado na abelha Bombus terrestris (Tyler et al., 2006). 

Assim, as abelhas A. mellifera tanto recém-emergidas quanto forrageiras devem ter 

ingerido uma quantidade maior de alimento, mas somente as forrageiras conseguiram 

digerir o pólen, e com um status nutricional alto, diminuiu a transcrição do peptídeo do 

tipo insulina. 

As colônias single-cohort são uma manipulação feita para discriminar idade e 

comportamento durante o desenvolvimento do comportamento de abelhas e induz o 

forrageamento precoce (Giray & Robinson, 1994; Huang & Robinson, 1992; Robinson et 

al., 1989). Neste trabalho, foram coletadas abelhas com 6-8 dias de idade sendo 

nutridoras, ou seja, com idade normal a este comportamento, e abelhas forrageiras 

coletoras de pólen precoces. Ou então, abelhas com 21-23 dias de idade sendo 

nutridoras velhas e forrageiras com idade normal a este comportamento.  

Surpreendentemente, ao se analisar as abelhas com 6-8 dias de idade, o 

comportamento de forrageamento foi caracterizado por altos níveis de HJ na hemolinfa, 

como esperado, mas nenhuma diferença com relação à quantidade de Vitelogenina no 

abdômen foi encontrada ao se comparar abelhas nutridoras e forrageiras. Este resultado 

claramente indica que o processo de forrageamento está implicado com aumento dos 

níveis de HJ e não com a diminuição da quantidade de Vitelogenina como já foi proposto 
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(Amdam & Omholt, 2003; Guidugli et al., 2005; Nelson et al., 2007). As abelhas velhas, 

por sua vez, apresentaram uma diferença expressiva na quantidade de Vitelogenina entre 

as nutridoras e forrageiras, acompanhada pela diferença inversa nos níveis de HJ. Talvez, 

o tempo maior executado por diferentes comportamentos tenha influenciado nas 

diferenças na quantidade de Vitelogenina observadas neste grupo de abelhas. 

As abelhas nutridoras de 6-8 dias infectadas apresentaram diminuição 

significativa nos níveis de transcritos de vitelogenina e do peptídeo tipo insulina, que 

foram características encontradas também na colônia típica. No entanto, nenhuma 

diferença foi observada com relação aos títulos de HJ após infecção das abelhas, muito 

provavelmente pelo curto tempo em que as abelhas foram infectadas (5 horas), período 

em que metade das forrageiras infectadas já tinha morrido. 

A fisiologia de uma abelha velha, mostrada pela forrageira, não só em uma 

colônia típica como uma single-cohort, mostra que apesar desta abelha ter a competência 

em ativar o sistema imune, ela possui características limitantes para a sobrevivência. 

Estas características são essencialmente dependentes da alimentação e das reservas 

protéicas das abelhas. A característica mais marcante nos nossos experimentos foi o 

nível elevado de HJ nas abelhas forrageiras, independentemente da idade das operárias 

ou da quantidade de Vitelogenina. A aplicação tópica de HJ induz a formação de núcleo 

picnótico, ou seja, de degeneração, de hemócitos em abelhas (Rutz et al., 1974; Wille & 

Rutz, 1975), além de ter uma associação negativa com a imunidade em insetos (Rolff & 

Siva-Jothy, 2002). Amdam et al. (2005) também consideram que HJ ou outros fatores 

podem afetar na proliferação ou morte dos hemócitos independentemente da 

concentração de zinco, e por conseqüência de Vitelogenina (Amdam et al., 2004). Assim, 

os níveis de HJ parecem ser cruciais para a integridade ou envelhecimento do sistema 

imune. Não se pode, no entanto, excluir a participação da Vitelogenina e dos genes da 

via da insulina, como conseqüência da alimentação, na eficiência do sistema imune. 

Como a imunidade em insetos tem um custo muito alto (Schmid-Hempel, 2005), a 

seleção muito provavelmente não favoreceu investimentos na eficiência do sistema 
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imune em forrageiras (Amdam et al., 2005), que por executarem tarefas fora da colônia, 

estão mais susceptíveis a ataques. 

 Os dados gerados no presente trabalho revelaram vários aspectos da resposta 

imune humoral em A. mellifera, que ampliam o conhecimento sobre os mecanismos do 

sistema imune destes insetos. De maneira geral, a ativação da resposta imune, dada pela 

síntese de peptídeos antimicrobianos, foi clara em abelhas infectadas com bactérias. 

Existem ainda genes diretamente relacionados com a resposta imune, que mesmo em 

pequeno número quando comparados aos de outros insetos, são regulados em abelhas 

após infecção por bactérias. No entanto, a sobrevivência destes insetos a ataques de 

microorganismos depende não somente da ativação da resposta imune, mas também de 

fatores intrínsicos a sua fisiologia. O status nutricional é um fator importante, uma vez que 

abelhas alimentadas com grandes quantidades de proteínas são capazes de acumular 

alta quantidade de proteínas de estocagem. A alimentação diferencial dependente do 

comportamento das abelhas também ocasiona mudanças nos níveis de hormônio juvenil 

e na síntese de peptídeos da via de insulina, que são características relacionadas ao 

envelhecimento. As abelhas supridas de grandes quantidades de proteínas de 

estocagem e com níveis baixos de hormônio juvenil, como é o caso das nutridoras 

(normalmente abelhas jovens), possuem uma maior competência à sobrevivência a 

diversos estresses, como o de infecção por bactérias. 
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O estudo da imunidade em A. mellifera, desenvolvido no presente trabalho, 

permitiu as seguintes conclusões: 

 

1- Abelhas adultas infectadas por bactérias são capazes de gerar uma resposta imune 

contra estes microorganismos através do aumento na transcrição dos genes 

codificadores de peptídeos antimicrobianos e da Transferrina. 

2- A especificidade de ativação de uma determinada via intracelular não está clara em A. 

mellifera, sugerindo que exista interação entre as vias Toll e Imd na ativação dos genes 

de peptídeos antimicrobianos. Existe, no entanto, evidência de preferência de ativação da 

via de sinalização de Toll a partir do reconhecimento de uma bactéria Gram-positiva que 

gera a ativação da transcrição do gene de reconhecimento GNBP. 

3- O silenciamento de proPO é efetivo tanto em adultos quanto em pupas de A. mellifera 

e dependente da dose de dsRNA injetado, mas a estratégia de uso de dsRNAs longos 

não permite a verificação do verdadeiro papel deste gene na imunidade, uma vez que 

efeitos não desejáveis são gerados. 

4- Dorsal 1-A e/ou Dorsal 2 participam da via de sinalização intracelular para a ativação 

do gene da defensina em A. mellifera infectada por bactéria Gram-positiva, muito 

provavelmente pela via Toll. Enquanto que Abaecina deva ser preferencialmente ativada 

por uma outra via de sinalização intracelular. 

5- As abelhas infectadas por bactérias apresentam diminuição de transcrição e, em 

alguns casos também dos títulos de proteínas, das proteínas de estocagem estudadas 

neste trabalho: Vitelogenina, Hexamerina 70A e Lipoforina I/II e III. 

6- A alimentação com beebread, rica em proteína, proporcionou grande aumento na 

quantidade de transcritos de proteínas de estocagem em abelhas adultas, e permitiu que 

estas abelhas respondessem melhor à infecção. 

7- As abelhas mais velhas, que realizam comportamento de forrageamento em uma 

colônia típica, quando infectadas por bactérias são tão capazes de ativar o sistema imune 

através da transcrição de defensina quanto abelhas mais novas, as quais realizam o 
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papel de nutridora. Contudo, elas são mais suscetíveis à infecção que abelhas nutridoras 

ou recém-emergidas. 

8- As abelhas forrageiras de uma colônia single-cohort, independentemente da idade, 

apesar de ativarem o sistema imune são mais suscetíveis à infecção por bactérias, muito 

provavelmente por sua fisiologia. 

9- A senescência, ou perda da eficiência, do sistema imune está, então, relacionada com 

a fisiologia da abelha, que envolve dentre outros fatores, títulos de hormônio juvenil na 

hemolinfa, quantidade de Vitelogenina e alimentação, a qual é interpretada pela via de 

sinalização da insulina.  

10- As abelhas forrageiras, de uma colônia single-cohort, apresentam maiores títulos de 

hormônio juvenil na hemolinfa, e não mostram, necessariamente, diferenças na 

quantidade de Vitelogenina, sugerindo que este hormônio é característica essencial de 

uma forrageira, e não níveis de Vitelogenina. 

11- Como a característica mais marcante de uma abelha forrageira é dada pela alta 

quantidade de hormônio juvenil, níveis baixos deste hormônio devem favorecer a 

integridade do sistema imune. Todavia, as proteínas de estocagem, dentre elas a 

Vitelogenina, devem também favorecer para o melhor funcionamento do sistema imune 

em A. mellifera. 
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