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Resumo

Resumo

A abelha da espécie Apis mellifera é um inseto social que apresenta comportamentos
complexos e integrados. As mudangas no comportamento ocorrem a partir da
diferenciagdo ontogenética e comportamental de nutridora para campeira. Neste
trabalho, proteomas do cérebro das abelhas nutridora e campeira foram comparados
através de eletroforese bidimensional em gel dentro da faixa de pH de 4-7 e anélise por
MudPIT, a fim de encontrar proteinas relacionadas ao desenvolvimento ontogenético e
comportamental. Vinte proteinas diferencialmente expressas foram detectadas por
analise computacional das imagens dos géis e identificadas por PMF utilizando
espectrometria de massas MALDI-TOF. O cérebro de nutridora apresentou alta
expressao das proteinas principais da geléia real (MRJP1, MRJP2 e MRIJP7), que estdo
relacionadas com a determinagao de castas e funcgdes sociais durante a diferenciacao das
larvas. Analise por imunocitoquimica e microscopia eletronica revelaram MRJP1 no
citoplasma de células cerebrais, aparentemente ao longo de filamentos do citoesqueleto,
nos lobo antenal, lobo dptico e corpos cogumelares. MRJP1 também foi encontrada em
espacos intercelulares entre células dos corpos cogumelares, indicando que é uma
proteina secretada. Outras proteinas implicadas na sintese protéica e func¢des putativas
no sistema olfativo também foram mais expressas em cérebro de nutridora. Em
campeiras experientes foram mais expressas proteinas envolvidas no metabolismo
energético, transportes de ferro e metabolismo de neurotransmissores. Expandindo-se a
analise protedmica pela estratégia de MudPIT, o primeiro mapeamento em grande
escala do proteoma cerebral da abelha operaria da espécie A. mellifera foi alcangado.
Identificou-se um total de 2.742 proteinas a partir de amostra de cérebros de abelha
operarias, nutridora e campeira, sendo que 17% das proteinas totais foram encontradas
como diferencialmente expressas por amostragem estatistica de contagem espectral e
teste-G. A nutridora apresentou expressdo aumentada no cérebro de proteinas
envolvidas na tradugdo, estrutura ribossomal e biogénese (14,5%), consideravelmente
maior que a operaria campeira (1,8%). Em campeiras as proteinas envolvidas na
producdo e conversdo de energia foram muito abundantes, mostrando ampla diferenca
neste conjunto de proteinas (17%) em relacdo a operaria nutridora (0,6%). Ambas as
metodologias foram coincidentes nos resultados de categorizacdo e expressdo
diferencial de nove proteinas. Em experimentos relacionados a aprendizagem operante,

foram comparados mapas protedmicos e fosfoprotedomicos por 2-DE de extratos
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Resumo

cerebrais da abelha mandagaia (Melipona quadrifasciata), identificando-se uma
isoforma da proteina arginina quinase como mais expressa no cérebro das abelhas

treinadas por condicionamento operante.
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Abstract

Abstract

The honey bee (Apis mellifera) is a social insect that shows complex and integrated
behaviors. For instance, A. mellifera behavior changes upon the ontogenetic
differentiation from nurse to forager worker subcastes. In this work, brain proteomes of
nurses and foragers were compared by two-dimensional gel electrophoresis (2DE)
within pH range of 4-7 and MudPIT analysis in order to find proteins related to such a
ontogenetic and behavioral development. Twenty differentially expressed proteins were
detected by gel image computational analysis, and identified by peptide mass
fingerprinting using MALDI-TOF mass spectrometry. Nurse brain showed increased
expression of major royal jelly proteins (MRJP1, MRJP2 and MRIJP7), which are
related to determination of castes during the honey bee larvae differentiation.
Immunocytochemistry and electron microscopy showed that MRJP1 was localized in
the cytoplasm of brain cells, seemingly along filaments of the cytoskeleton, in the
antennal lobe, optical lobe and mushroom body. MRJP1 was also found in intercellular
spaces between cells in mushrooms bodies, indicating that it is a secreted protein. Other
proteins implicated in protein synthesis and putative functions in the olfactory system
were also up-regulated in the nurse brain. Experienced foragers overexpressed proteins
possibly involved in energy production, iron binding, metabolic signalling and
neurotransmitter metabolism. As an expansion of the proteomics analysis, large-scale
mapping of worker honey bee brain proteome was achieved by MudPIT analysis. An
excess of 2742 proteins were identified from forager and nurse honey bee brain
samples, with 17% of total proteins found to be differentially expressed by spectral
count sampling statistics and G-test. Nurse brain showed increased expression of
proteins implicated in translation, ribosomal structure and biogenesis (14.5 %), in
comparison with forager (1.8%). Experienced foragers overexpressed proteins involved
in energy production and conversion, showing extensive difference in this set of
proteins (17 %) in relation to nurse subcaste (0.6%). Both methodologies (MudPIT and
2DE) provided coincident results of categorization and differential expression of nine
proteins. Regarding operant learning experiments, proteomic and phosphoproteomic 2-
DE maps of brain extracts from mandagaia bee (Melipona quadrifasciata) were
compared. A single isoform of arginine kinase was identified as over expressed in the

brain of bees trained by operant conditioning.
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Introducgédo

1. Introducao

Estudar diversas sociedades animais permite a analise, em termos moleculares, dos
papéis de convergéncia e de conservagio na evolugio social. E razoavel supor que a
evolucdo do comportamento social é movida, em parte, por mecanismos conservados
que controlam as respostas aos estimulos do ambiente. Os sinais sociais, tal como outros
estimulos ambientais, transmitem informagdes criticas para a sobrevivéncia e a
reproducdo animal . Os principios de como os individuos respondem ao seu ambiente
sdo semelhantes em vertebrados e invertebrados e envolvem estruturas sensoriais,
cascatas da transdugdo de sinal e diversas formas de plasticidade neural !,

As abelhas sdo, dentre os himenopteros, os insetos mais complexos do ponto de
vista comportamental. Em relagdo a abelha A. mellifera, observa-se que essa
complexidade etologica ¢ acompanhada por um sistema nervoso simples, comparado ao
de organismos superiores, mas que possibilita habilidade de aprendizagem, memoria ¢
um comportamento social organizado ¥,

A divisdo de trabalho entre operdrias em funcdo da idade ¢ encontrada em
sociedades de insetos e ¢ baseada nos padrdes de desenvolvimento comportamental de
cada individuo ©). Para o desenvolvimento de abelha nutridora para campeira, por
exemplo, as adaptagdes sdo moduladas pelo meio ambiente, que causa alteracdes na
expressdo génica cerebral, na neuroquimica e na morfologia do sistema nervoso . As
bases moleculares de comportamentos sociais permanecem obscuras, visto que existem
poucos relatos sobre genes em que a expressdo difere nas abelhas operarias em fungdo
da idade (polietismo) .

A abelha ¢ um organismo ideal para investigagdes sobre aprendizagem, pois
apresenta um vasto repertorio comportamental, servindo como modelo para estudos dos
niveis de complexidade das func¢des cognitivas. Contendo aproximadamente cerca de
960.000 neurdnios, com um volume de 1 mm?, o cérebro da abelha ¢ equipado com
sistemas sensoriais sofisticados cujos mecanismos fundamentais ndo diferem

drasticamente dos vertebrados como se supde.

1.1 Abelhas operarias nutridora e campeira

Existem trés tipos de individuos dentro do sistema de castas de abelhas da espécie
Apis mellifera: a operaria, a rainha e o zangao (Figura 1). A casta operaria ¢ composta

por individuos menores com cerca de 10-15 mm de comprimento, fémeas nao



Introducgédo

desenvolvidas reprodutivamente e responsaveis pela execugao das tarefas da colonia. A
rainha, tipicamente de 18-20 mm de comprimento, ¢ a fémea plenamente fértil
especializada para a reproducdo. O zangdo, de 15-17 mm, é o macho cujo Unico

objetivo ¢ copular com a rainha.

A B

Figura 1. Castas de abelhas. A: Rainha, B: Zangéo, C: Operaria.

As operarias possuem um tempo médio de vida de 45 dias e maximo de até 320
dias, dependendo da localizacdo geografica, da estagdo do ano e do genotipo, podendo
ser caracterizadas conforme a fungio exercida dentro da colonia . Nos primeiros dias
de vida, executam servicos de faxina e, quando as glandulas que produzem GR ja estdo
desenvolvidas, passam a trabalhar como nutrizes (operaria nutridora), alimentando as
larvas. Quando come¢am a produzir cera, estio aptas a assumir tarefas como a
construcdo dos favos. Por ultimo, quando desenvolvem as glandulas de veneno, as
operarias passam a exercer funcdes de guarda, sinalizagcdo e forrageamento (operaria
campeira) 7,

Na coldnia, tanto a divisdo de trabalho quanto a plasticidade exibida pelas operarias
adultas sdo reguladas hormonalmente. O hormdnio envolvido na diferenciacdo das
castas de abelhas mais bem estudado ¢ o hormdnio juvenil (JH) que é conhecido como
regulador do crescimento, desenvolvimento, metamorfose e muitos aspectos do
comportamento, na maioria dos insetos avangados. JH ¢ secretado pelo “corpora allata”,
um orgao globular, encontrado nas laterais do esofago das larvas e adultos. O “corpora
allata” estd conectado, através de nervos, a dois outros 6rgdos enddcrinos, “corpora

: 4 ’ 7 , . A . . .
cardiaca” e células neurossecretoras do cérebro ", Quando niveis de horménio juvenil

9] [10]

r 8 .
aumentam prematuramente no cérebro ' °!, as abelhas passam a forragear mais cedo

Ao e . . 11
O horménio juvenil serve como marcapasso no desenvolvimento comportamental ',

As operarias nutridoras possuem comportamento higiénico bem desenvolvido,
removendo pertencentes da ninhada que estejam doentes ou contaminados para fora da

[12

colénia "?. Também cuidam das larvas, nutrindo-as com geléia real ). As operarias

campeiras forrageiam, navegando varios quilometros, visitando centenas de flores, de
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maneira rapida e eficiente em busca de comida, aprendendo e memorizando os locais de

interesse 1.

A divisio de trabalho é um polietismo temporal flexivel !'*! e, também, um processo

altamente regulado pela taxa de horménio circulante '), por reagdes neuroquimicas '

. ’ 1
e por mudancas estruturais do cérebro !>,

1.1.1 Neurobiologia da abelha, comportamento e aprendizagem

As abelhas t€m sido usadas em uma série de estudos etologicos e comportamentais

[16, 17, 18 , 1,

tais como navegacdo, organizacdo social e aprendizagem 19201 Este inseto

tem sistemas nervoso e sensorial bastante eficientes, que sdo responsaveis pelo seu alto
oo [21]
sucesso adaptativo * .

Sabe-se que a plasticidade sinaptica esta diretamente relacionada com a capacidade
de aprendizagem, armazenamento e evocacdo de memorias. Experiéncias vividas
podem levar a mudangas no numero, tamanho e complexidade das sinapses. As
evidéncias de mudangas induzidas na estrutura do cérebro devido as experiéncias t€ém

2223 Em A. mellifera, mudangas no volume cerebral

(15,24, 25]

sido mostradas em abelhas
mostram forte correlagdo com mudangas no comportamento e com a idade
Uma importante estrutura cerebral nas abelhas sdo os corpos cogumelares ou

“corpora pedunculata”, que foi primeiramente descrita em detalhes por Dujardin em

1850 1. Os corpos cogumelares sdo importantes centros de processamento de sinais
[27]

olfativos e para a formacdo da memoria olfativa “". As estruturas do cérebro sdo

apresentadas na Figura 2.

Figura 2. Estruturas do cérebro da abelha, A: Corpos cogumelares, B: Lobo antenal, C: Lobo 6tico, D Olho

composto, E: Ganglio sub-esofageal. Fonte: http://photo.bees.net/biology/ch3/brain.jpg
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Diferencas entre as operarias nutridora e campeira foram analisadas quanto a
aprendizagem olfativa e percebeu-se que ndo ha diferencas em relagdo aos processos
sensoriais, mostrando que ambas possuem tal habilidade **. No entanto, em um estudo
das mudangas estruturais do cerebro duas regides apresentaram volumes distintos para
essas operarias. Enquanto a nutridora possui glomérulos olfatérios maiores, a campeira
possui corpos cogumelares com maior volume. Sugere-se que esse padrdo de variagdo
pode estar relacionado com a funcdo desempenhada na colméia, ja que as nutridoras
necessitam de melhor olfato e as campeiras, por outro lado, demandam de mecanismos

- . . 24
de memoria e aprendizagem mais agugados **.

1.1.2 Aprendizagem por condicionamento operante

Aprender a antecipar eventos futuros com base na experiéncia adquirida com as
conseqiiéncias do seu proprio comportamento (condicionamento operante) ¢ uma forma
de aprendizagem que os seres humanos compartilham com a maioria dos outros
animais, incluindo invertebrados *”'.

A complexidade do cérebro de vertebrados, cujos estimulos sdo processados e
interligados em varias etapas hierarquicas, torna dificil discernir os circuitos que sdo
responsaveis pela geragao do comportamento. Cérebros mais simples também agem na
aprendizagem por condicionamento classico (Pavloviano) e operante. Estas formas de
aprendizagem sdo tdo fundamentais que apareceram no inicio da evolucdo e tém sido
indispensaveis desde entdo. Dos muitos invertebrados que mostram condicionamento
operante, a mosca da fruta Drosophila melanogaster tem se mostrado um bom modelo
mecanicista de condicionamento operante (291

A abelha Melipona quadrifasciata também tem sido utilizada em pesquisas de
processos comportamentais operantes, pois € facilmente manipulada devido a auséncia
de ferrdo. Um estudo particularmente interessante foi baseado em condicionamento

[30

operante visual em varias espécies de abelhas brasileira sem ferrdo °%. Os autores

mostraram que os géneros e espécies de Melipona e Scaptotrigona foram capazes de
associar a cor com os alimentos. A primeira destas espécies discrimina muito bem entre

azul e amarelo (Figura 3) B
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Figura 3. Abelha da espécie Melipona quadrifasciata em treinamento. Abelha ¢ treinada para
discriminar entre as cores azul e amarela a partir de refor¢o positivo com xarope em equipamento

especial de condicionamento operante como mostrado na figura.

1.1.3 Estudos comparativos entre subcastas de abelhas

Nas abelhas, a transi¢do do trabalho interno na colméia ao forrageamento externo
relacionado com a idade tem sido associada ao aumento da expressdo do gene do
forrageamento (for), que codifica uma proteina quinase dependente de guanosina 3', 5'-
monofosfato (GMPc) (PKG) ).

Genes especificos ligados a processos comportamentais tém sido clonados e
caracterizados, como por exemplo, Amtyrl, um gene do cérebro de abelha codificante
para um receptor de tiramina, o qual esta envolvido em processamentos de sinais em
funcdes cerebrais complexas *! ¢ o fator de transcricio CREB (do inglés- CAMP
response element binding protein), que é requerido para a ligagdo de plasticidade
sinaptica e memoria de curto e longo prazos B34,

Estudos sobre neurofisiologia e comportamento da abelha também tém empregado
técnicas transcriptomicas tais como determinagdo de expressed sequence tags (ESTs) e
analise de CDNA microarrays para identificar genes regulados diferencialmente durante
a diferenciacio de castas e operarias P> ** 7], Outros estudos demonstraram diferentes
padrdes de expressdo genética entre a operaria campeira e nutridora como, por exemplo,

(38, genes que codificam para a familia das

principais proteinas da geléia real (MRJPs) e enzimas metabolicas P e genes

genes envolvidos na sinalizagdo colinérgica

envolvidos em sinais de transducdo, canais de ions e transportadores de

neurotransmissores [39].
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Diferentes estudos relacionados com a proteomica em A. mellifera tém sido
realizados. Dentre estes se encontram estudos sobre a secrecao da glandula hipofaringea

. 40 , .41 A . . .

em nutridoras | ], neuropeptideos cerebrais [41] €, recentemente, proteomica quantitativa
. 42 . 43,44 .

em torax de abelhas *! e no organismo todo ***!, descrevendo diferencas durante a

transi¢do da colméia ao forrageamento.

1.2 Protebmica

O proteoma tem sido definido como o conjunto de proteinas expressas a partir do
genoma de um organismo, ou no caso de organismos multicelulares, como o
complemento protéico expresso por um tecido ou por células diferenciadas; mas
especificamente o conjunto de proteinas expressas em um determinado momento sob

condicdes definidas

. Contrariamente ao genoma que ¢ estatico, o proteoma ¢
complexo e dindmico dependendo do ciclo celular, das condigdes externas e da historia
prévia do sistema. Geralmente, o proteoma ¢ modificado segundo o contexto do
processo biologico especifico e estado fisiopatologico do organismo.

Apesar da importancia de dados gendmicos e transcriptdmicos, somente em nivel
protedmico € possivel vislumbrar a diversidade e funcionalidade bioquimica dos reais
produtos de expressao génica (proteinas). Esta diversidade deriva do fato de que um
determinado gene pode gerar multiplas proteinas distintas como resultado de splicing
alternativo de transcricdes primarias, a presenca de polimorfismos na seqiiéncia,
modificacdes pos-traducionais, e de outros mecanismos de processamento de proteinas.

Estudos recentes em levedura e células de mamiferos mostram que as quantidades
de mRNA nio sio diretamente correlacionadas com os niveis de proteinas ¢47#,

Andlises de proteomas sdo mais comumente realizadas pela combinacgao de técnicas
de separagdo de proteinas e de identificagdo. Entre as ferramentas da protedmica de
separacao encontram-se as técnicas electroforéticas e as cromatograficas. A técnica de
eleicdo para a identificac@o ¢ a espectrometria de massas.

A eletroforese bidimensional (2-DE) ¢ uma poderosa técnica de separacdo que
permite a resolucdo simultdnea de centenas ou até milhares de proteinas em condigdes
especiais. Estas sdo separadas de acordo com duas caracteristicas independentes, massa

molecular ¢ ponto isoelétrico **]

. A primeira dimensdo de 2-DE ¢é a focalizacdo
isoelétrica (IEF), durante a qual as proteinas sdao separadas de acordo com a carga. Na
segunda dimensao, as proteinas sdo separadas ortogonalmente por SDS-PAGE, de

acordo com a massa molecular.
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As principais limitacdes da 2-DE referem-se a pouca representagdo de proteinas de
alta massa molecular, e de proteinas hidrofobicas e a limitada capacidade de deteccao de
proteinas existentes em nimero reduzido de copias por célula °%, além da dificuldade
para obter padrdes eletroforéticos reprodutiveis para proteinas com pontos isoelétricos

[51] [52, 53]

muito alcalinos O pré-fracionamento da amostra , a diminuicdo da

54331 " assim como a diminui¢do do efeito

concentracdo da malha dos IPGs
eletroendosmotico em géis alcalinos °® tém aliviado substancialmente estas restrigdes.
Na tentativa de superar algumas limitagdes inerentes a 2-DE, técnicas alternativas
tém sido integradas a espectrometria de massas como novas plataformas de analise de
proteomas. Uma técnica promissora ¢ a analise direta de misturas complexas de
peptideos obtidos por digestdo enzimatica de extratos protéicos totais por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (do inglés- Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry, LC-MS). Nesta, peptideos com tempos de elui¢do similares podem ser
selecionados, isolados e fragmentados seqiiencial e automaticamente dentro do
espectrometro sem sobreposicdo dos padroes de fragmentagdo. Assim, informagdes de

seqliéncia para milhares de peptideos podem ser obtidas em um unico ensaio de LC-

MS/MS.

1.2.1 Espectrometria de massas

Antes da década dos 80, a utilizagdo da espectrometria de massas como uma
ferramenta analitica, limitava-se a caracterizagio de pequenos compostos organicos ',
porque ndo havia métodos de ionizacdo que permitissem, sem uma prévia derivatizacao,
a ionizacdo em fase gasosa de importantes biomoléculas, tais como peptideos,
carboidratos, proteinas e glicoproteinas.

Um espectrometro de massa ¢ constituido por uma fonte de ionizacdo, na qual as
moléculas sdo levadas a um estado gasoso e ionizadas, um analisador que separa os ions
em fun¢do da m/z (razdo massa / carga), e um detector que registra o nimero de ions
para cada valor de m/z.

Com o surgimento de "métodos suaves de ionizagdo", conhecidos assim devido a

baixa energia fornecida para a amostra sem causar fragmentagdo, a espectrometria de

massas passou a ser aplicada em diversas 4reas, incluindo bioquimica °* biotecnologia

] [62, 63]

59 . [60] - . .61 A
1591 farmacologia '), microbiologia °! ¢ protedomica .
Um dos primeiros destes métodos de ionizagdo foi o bombardeamento de dtomos

rapido (FAB) ", que foi utilizado na analise dos peptideos e proteinas de fase liquida.
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Este método tem varias limitagdes entre as quais se destacam o nivel de sensibilidade
em picomoles, a baixa gama de massas e a diferenca na eficiéncia de ionizacdo de
peptideos hidrofobicos e hidrofilicos, o que limita a analise de misturas complexas. No
inicio da década de 1990, duas técnicas de ionizagdo acopladas a espectrometria de

]

massas, dessor¢do ionizagdo por laser assistido com matriz (MALDI-MS) 1% 61 ¢

67]

ionizagdo por electronebulizagdo (ESI-MS) 7] revolucionaram a identificagio de

68, 63, 69]

proteinas separadas por 2-DE ! , entre outros fatores, devido a alta sensibilidade

na ordem de fentomoles. Tipicamente esses métodos envolviam excisdo da banda de
interesse do gel, a digestdo das proteinas contidas na banda usando a enzima tripsina [’
e, finalmente, a analise de espectrometria de massas dos peptideos produzidos.

O método ESI surgiu na busca de interfaces que permitissem uma ligacdo direta da
cromatografia liquida com os espectrdmetros de massas '), A amostra, em um sistema
adequado de solvente, ¢ introduzida na fonte de ionizag@o a pressdo atmosférica através
de uma agulha com um determinado fluxo. A combinagdo da alta tensdo existente entre
o buraco da agulha e a entrada para o espectrometro (~ 4 kV) e do fluxo de gas
nitrogénio (~ 60-80 ° C) na dire¢do transversal e coaxial com respeito & introducdo da
amostra, faz que o liquido na ponta se espalhe em gotas cada vez menores, até chegar a
moléculas de proteinas ou peptideos totalmente dessolvatados e multicargados.

A ionizagdo ESI gera ions multicargados sendo que proteinas com peso molecular
na faixa de 10-100 kDa produzem ions de massas, em geral, com valores de m/z abaixo
de 2.500. Nesta regido, a transmissdo de ions ¢ geralmente boa, e a medicdo de massas ¢é
excelente, porque elas sdo vistas em diferentes estados de carga, o que favorece
estatisticamente a determina¢do de massas moleculares. Esta caracteristica torna a
ionizacdo ESI o método mais conveniente para a determinagdo do peso molecular das
grandes biomoléculas.

A maioria dos acoplamentos de cromatografia liquida a espectrometros de massas
utiliza ESI como fonte de ionizagdo. As fontes de ionizagdo MALDI sdo geralmente
utilizadas para a analise das amostras tratadas individualmente.

A ionizagdo MALDI tem sido muito usada porque permite medi¢cdes de amostras
complexas na presenca de sais, ¢ de facil manipulacdo e apresenta simplicidade dos
espectros de massas devido a que s@o detectados somente ions monocargados. Neste
método, os analitos sdo misturados com uma solugcdo saturada de uma matriz que
absorve fortemente a radiacdo ao comprimento de onda do laser. As matrizes mais

comumente utilizadas na andlise dos peptideos e proteinas sdo o acido alfa-ciano-4-
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hidroxicindmico (para peptideos < 8 kDa) e 4cido 3,5-dimetoxi-4-hidroxi- cindmico ou
sinapinico (para proteinas e peptideos > 8 kDa). fons formados na fonte de ionizagio
passam na regido do analisador e sdo separados de acordo com a sua relacdo m/z.

Os analisadores de massas podem ser divididos em duas classes. A primeira classe
utiliza como propriedade fisica o campo elétrico. Dentro deste grupo estdo: o filtro de
massa quadrupolar, a armadilha de ions quadrupolar (IT, ion trap) e o analisador de
tempo de voo (TOF, Time of Flight). A segunda classe utiliza como propriedade fisica o
campo magnético e estes incluem o de setor magnético e o ciclotron com ressonancia
ionica. Os diferentes analisadores variam na precisdo, alcance de massa, resolugdo,
sensibilidade, velocidade de varredura, custo, e a escolha depende da aplicacdo
especifica.

O tipo de analisador deve ser compativel com as fontes de ionizacdo que sdo
utilizadas e, embora possa haver varias combinagdes, as mais utilizadas sdo o
quadrupolo e armadilha de ions (IT) com ESI o analisador de tempo de voo (TOF) com
MALDI pela natureza descontinua da ionizag¢ao neste ultimo método.

Recentemente, novas configuragdes de analisadores de massas t€ém encontrado
grande aplicagdo para a analise das proteinas. Por exemplo, para assegurar a efetiva
fragmentacdo dos ions precursores t€m sido ancorados dois analisadores em série,
separados por uma camara de colisdes; esses sdo conhecidos como espectrometros de
massas em tandem (MS/MS). Esses instrumentos tém alta sensibilidade, resolugdo e
precisdo da medi¢io. Um exemplo de MS/MS é o MALDI-TOF-TOF " em que dois
analisadores TOF sdo separados por uma camara de colisdes. Outro exemplo € o hibrido
quadrupolo-TOF (Q-TOF), no qual a camera de colisdes esta situada entre o quadrupolo
e o analisador TOF " O Q-TOF pode ser acoplado a uma fonte de ionizagio MALDI
ou ESI. Outras configuragdes incluem instrumentos com armadilha de ions lineares e
ciclotron de ressonancia iénica com transformada de Fourier (FT-ICR-MS).

Uma das estratégias para a identificagdo de proteinas em banco de dados ¢ Peptide
Mass Fingerprinting (PMF). Esta consiste na comparagdo dos mapas peptidicos,
resultantes da analise por espectrometria de massas de um digesto triptico de interesse,
com os mapas peptidicos de proteinas presentes nos banco de dados digeridos

[74,75]

teoricamente (in silico) , conforme apresentado na Figura 4.

A fragmentacgdo de peptideos para obter seqiiéncias internas de aminoacidos permite

também a identificagdo de proteinas em banco de dados e pode ser realizada através da

76]

colisio com um gas inerte (Collision Induced Dissociation, CID) ! Nesses
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experimentos, utilizam-se geralmente equipamentos do tipo MALDI-TOF/TOF ou ESI-

Q/TOF. Este mecanismo gera espectros que podem ser interpretados para obter

sequéncias de novo ou identificar a proteina pelo uso direto destes (espectros obtidos

por CID-MS) contra bases de dados que contenham as massas dos fragmentos tedricos

para todos os peptideos com massas semelhantes aquelas determinadas no ensaio !,

Esta estratégia se denomina do inglés Peptide Fragment Fingerprinting (PFF).
“Peptide Mass Fingerprinting (PMF)”’

Lista de massas

Peptideos experimentais
P Espectro de massas P

i 3 840.695086
D'Qes,ta_o 1676.96063
Enzimatica 1498.8283
— — — 1045.564
2171.967066
861.107346
842.51458
1456.727405
863.268365
* Resultado:
Proteinas
Pareamento candidatas
- f segundo o
..MAIILAGGHSVRFGPKAF In-silico - MAIILAGGHSVR 861.107346 ki
AEVNGETFYSRVITLESTNM | dligestflp | - FGPK 838.695086 ranking
FNEIISTNAQLATQFKYPN - AFAEVNGETFYSR —  1676.96063
VVIDDENHNDKGPLAGIYT| | e | - VITLESTNMFNENISTNAQLATQFK 1498.8283
MKQHPEEELFFVVSVDTPM - YPNVVIDDENHNDK 1045.564
ITGKAVSTLYQFLYV ... gglﬁ%gﬁﬁ

1457 .827405
863.268453

Peptideos tripticos Lista de massas tedricas

tedricos
Figura 4. Esquema representativo ["®! de identificagdo de proteinas em banco de dados pela estratégia de

Impressdo Digital por Massa de Peptidios (Peptide Mass Fingerprinting - PMF). Uma proteina soluvel ¢é
digerida com protease para produzir uma mistura de peptideos, que tem suas massas determinadas
geralmente por MALDI-TOF MS. Tais massas sdo comparadas computacionalmente com massas geradas
por digestgo in silico de proteinas em banco de dados. A partir dessa comparagéo, a proteina em questio tem

sua identidade determinada.

1.2.2  MudPIT (Tecnologia multidimensional de identificacio de proteinas)

Na atualidade, dentro das novas e complementares estratégias que t€ém surgido na

tentativa de superar as limitagdes da 2-DE, encontra-se MudPIT ["*- *%

, que permite a
alta capacidade de analise por técnicas de espectrometria de massas e possibilita
também o mapeamento em grande escala do proteoma, além de analises qualitativas e
comparagdes quantitativas entre as amostras utilizando andlise livre de marcacdo
quimica.

MudPIT ¢é uma técnica protedmica baseada em cromatografia, onde uma mistura

complexa de peptideos ¢ carregada diretamente numa coluna bifasica microcapilar

empacotada em sequéncia com uma matriz de troca cationica forte e outra de fase

10
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reversa, Figura 5. Depois que a mistura complexa de peptideos ¢ injetada na coluna
bifasica microcapilar, esta ¢ colocada diretamente em linha com um espectrometro de
massas. Os dados gerados por espectrometria de massas em tandem a partir de uma
corrida de MudPIT sdo depois analisados para determinar o conteudo de proteinas da
amostra original.

A andlise quantitativa livre de marcagdo em protedOmica pode ser baseada na
contagem espectral (spectral count) normalizado ®'), onde o numero total de espectros
MS/MS tomados dos peptideos sobre uma determinada proteina em uma dada analise
LC/LC-MS/MS, ¢ linearmente correlacionada com a abundancia de proteina ao longo
de um alcance dindmico de duas ordens de magnitude. Além disso, a contagem
espectral mostrou que tem maior reprodutibilidade técnica em comparagdo com outras

;. N . r 2
amostragens estatisticas, como a cobertura na seqiiéncia e a contagem de peptideos [*%).

11
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Mistura de Proteinas

.Q;L.
.E I‘glh

1 Proteasas

€ ~.
S —
) 'fb(.-‘ Coluna bifasica microcapilar
Mistura

complexa de
peptideos

L Sequest BY
Identificacdo de

s s

Cluster de Computadores Beowulf

Figura 5. Esquema representativo *) de identificagio de proteinas em banco de dados pela estratégia de
Tecnologia Multidimensional de Identificagdo de Proteinas (Multidimensional Protein Identification
Technology - MudPIT. Uma amostra complexa de proteinas soltvel é digerida com uma protease para
produzir uma mistura de peptideos ainda mais complexa, que € carregada diretamente em coluna
microcapilar de silica (100 pm didmetro interno) empacotada com resina trocadora catidnica forte (SCX)
sequida de resina de fase reversa (RP). A coluna é colocada em linha com o espectrometro de massa
como parte de uma fonte de nano-electronebulizagdo e os peptideos sdo eluidos seqiiencialmente no
espectrometro de massa. Os espectros de massa de fragmentagdo de peptideos sdo processados usando

programas disponiveis comercialmente.

12
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2 Objetivo
2.1 Objetivo

Analisar os proteomas cerebrais das abelhas Apis mellifera ¢ Melipona
quadrifasciata a fim de se identificar proteinas relacionadas a ontogenia,

comportamento ¢ aprendizagem.

2.2 Metas

Padronizar condigdes para a obten¢do de mapas protedOmicos de amostras de

cérebros de A. mellifera e M. quadrifasciata.

Comparar mapas protedmicos cerebrais de operarias da especie A. mellifera com
comportamentos sociais diferentes (nutridora e campeira) a fim de se identificar

proteinas diferencialmente expressas relacionadas a ontogenia e comportamento social.

Analisar qualitativa e quantitativamente proteomas cerebrais de operarias nutridora
e campeira através de MudPIT e spectral count a fim de se identificar em larga escala

proteinas diferencialmente expressas relacionadas a ontogenia e comportamento social.

Comparar mapas protedmicos cerebrais de sujeitos da espécie M. quadrifasciata
treinadas por condicionamento operante e ndo treinadas a fim de se identificar proteinas

diferencialmente expressas relacionadas a aprendizagem.

2.3 Justificativas

Assim como humanos, as abelhas, como as da espécie A. mellifera, sdo organismos
que vivem em sociedades complexas muito bem estruturadas onde cada casta e subcasta
tém uma fungdo especifica. Este comportamento social organizado, acompanhado de
seu sistema nervoso simples comparado ao de organismos superiores, faz de A.
mellifera um organismo accessivel como modelo experimental, mormente apds o
sequenciamento de seu genoma, que foi concluido em 2006. Varias pesquisas tém

empregado esta espécie como modelo bioldgico para estudos de comportamento social.

Outro processo biologico que as abelhas compartilham com humanos ¢ a

aprendizagem por condicionamento operante. A abelha da espécie M. quadrifasciata

13
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tem sido utilizada em pesquisas de processos comportamentais operantes, pois ¢

facilmente manipulada devido a auséncia de ferrdo.

O estudo destes processos em nivel protedmico permite vislumbrar a diversidade e
funcionalidade bioquimica das proteinas que sdo as que participam direitamente nos

processos bioldgicos e suas regulagoes.

14
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3 Materiais e métodos

3.1 Colecéo de insetos e dissecacdo de cérebros

Operarias adultas campeira e nutridora da espécie Apis mellifera foram coletadas de
colonias do apiario Vereda Rosa (Brasilia, Brasil). As abelhas operarias foram
diferenciadas pelas suas estruturas anatomicas (quantidade de pélos e danos causados
nas asas) e pelo desenvolvimento da glandula hipofaringea, que foi removida durante a
dissecagdo. Para garantir a plena maturidade das forrageiras, foram selecionadas so
aquelas que transportavam polen. As abelhas foram anestesiadas com cloroférmio e os
cérebros, dissecados em tampao 2-DE frio (7 M uréia, 2 M tiouréia, 1% DTT, 2%
Triton X-100, 0,5% Pharmalyte 3-10 ou 4.7), contendo um coquetel de inibidores de
proteases (cOmpleto, Mini, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha). Apds cuidadosa
lavagem e imers@o em tampao 2-DE, os cérebros foram imediatamente congelados em

N, liquido e armazenados a -80 ° C

3.2 Condicionamento operante

Abelhas mandagaia da espécie Melipona quadrifasciata operarias forrageiras
treinadas e ndo treinadas (paradigma operante) foram fornecidas pela Dr. Deisy das
Gragas de Souza, da Universidade Federal de Sdo Carlos, SP. O procedimento basico
foi de aprendizagem discriminativa. Inicialmente, a abelha foi ensinada, por meio de
modelagem, a voar da colméia até o equipamento de treinamento, localizado a 1,5 m.
Isto ocorreu com o equipamento localizado inicialmente na saida da colméia, com
xarope de sacarose exposto sobre a tampa; essa fonte de alimento foi afastada
progressivamente. Quando a abelha estava voando sistematicamente até¢ a fonte, o
xarope foi removido e passou-se a modelar a resposta da discriminagdo entre cores.
Dados de estudos prévios mostraram que essa abelha discrimina muito bem entre azul e
amarelo. Para esta fase, foram usados dois aparelhos iguais. Em cada aparelho
apresentou-se um circulo luminoso de 12 cm de didmetro, dentro do qual ficava
localizada a barra de respostas. O circulo era amarelo em um dos aparelhos e azul no
outro. O xarope passou a ser apresentado apenas em uma das cores (por exemplo,
sempre no azul, nunca no amarelo). A posicdo das cores se alternava
semialeatoriamente ao longo das tentativas para evitar controle por posi¢ao. Respostas

incorretas eram seguidas por um intervalo sem as cores, durante o qual nao tinha xarope
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disponivel. A programagdao de tentativas sucessivas continuava em vigor até que
ocorresse um intervalo de pelo menos meia hora sem uma visita (0 que geralmente
ocorre no final do dia). O critério de aprendizagem foi o de pelo menos 15 tentativas
sucessivas corretas (isto €, 15 respostas consecutivas no estimulo correto, nenhuma
resposta no estimulo incorreto). Os resultados foram analisados em termos de
frequéncia acumulada de respostas na presenga de cada estimulo, indice de
discriminacdo e nimero de tentativas até o critério de aquisi¢do da discrimina¢ao. Como
abelhas controle foram utilizadas aquelas que saiam da colméia de manha para

forragear. Os cérebros foram dissecados como no item anterior.

3.3 Preparacdo da amostra

Os experimentos foram realizados com amostras preparadas de 10 cérebros para
cada grupo de operarias (campeira e nutridora) ou abelhas treinadas e ndo treinadas. Os
cérebros foram lisados por homogeneizagdo manual em 200 puL. de tampao 2-DE em
gelo. As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm durante 15 min. O sobrenadante
resultante foi submetido a quantificagdo protéica por analise de aminoacidos e por de
espectrofotometria e 2DQuant Kit de acordo com as instrugdes do fabricante (GE

Healthcare, Uppsala, Suécia)

3.4 Eletroforese bidimensional (2-DE)

O procedimento experimental consistiu em dois grupos da amostra (Ex: nutridora e
campeira) utilizados para a comparacio, trés preparagdes da amostra por grupo (dez
cérebros cada) e dois géis 2-DE replicatas para cada preparagdo da amostra, resultando
em seis géis por grupo. A otimizacdo da 2-DE foi alcangada por meio da combinagdo da
IEF, utilizando tiras de IPG de 18 centimetros (GE Healthcare), intervalo pH 4-7, para a
primeira dimensao e 10% T poliacrilamida SDS-PAGE para a segunda dimensao. Tiras
de IPG foram reidratadas por 12 h em 370 pL de tampao de lise suplementado com 10%
(v / v) de isopropanol contendo 50 pg de proteinas para os géis analiticos e 100 pg para
os preparativos. IEF foi feita a 20 ° C utilizando um equipamento [PGphor II (GE
Healthcare) nas seguintes condigdes: 500 V (gradiente) durante 1 h, 1.000 V por 1 he
8.000 V por 4 h e 30 min. Antes do inicio da segunda dimensdo, as tiras de IPG foram
submetidas a reducdo e alquilacdo. Estas foram embebidas durante 20 min em solugdo

contendo 6 M uréia, 30% glicerol, 2% SDS e 125 mM de DTT e posteriormente 20 min
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adicionais no mesmo tampao com 300 mM de acrilamida, em vez de DTT. SDS-PAGE
foi realizada em 10% T poliacrilamida, a separagdo na segunda dimensao foi no sistema
Protean II (Bio-Rad, Hercules, E.U.A.) conectado a um banho frio Multitemp II (GE
Healthcare). Eletroforese foi realizada em 25 mA de corrente constante durante 6 h a
20°C. Proteinas foram visualizadas por meio de um procedimento de coloragdo com

prata compativel com a espectrometria de massas /.

3.5 Deteccéo de fosfoproteinas

Para a marcacdo de fosfoproteinas foi usado o Kit Pro-Q Diamond (Molecular
Probes, OR, EUA). Os géis 2-DE foram fixados durante toda a noite em solu¢do de
fixacdo (50% de metanol, 10% acido acético) em temperatura ambiente sob agitacdo
suave. No dia seguinte, os géis foram incubados em solucdo fresca de fixagdo por 30
min. Os géis foram entdo lavados trés vezes 10 min com agua e corados com o corante
Pro-Q Diamond por 2 h na escuriddo. Os géis foram entdo imediatamente descorados
(acetonitrila 20%, acetato de s6dio 50 mM, pH 4.0) durante 30 min seguido a segunda e
terceira etapas de descolorag@o por 30 min cada. Os géis foram entdo lavados com agua
e digitalizados com scanner Typhoon 9200 phosphorimager (GE Healthcare, QC,
Canadd) disponibilizado pelo laboratorio de Biologia Molecular da UnB, foi utilizado

532 nm de excitagao ¢ filtro de emissdao 610 BP 30.
3.6 Analise de imagens

A aquisi¢do de imagens dos géis foi realizada utilizando um scanner Sharp JX-330
(Toquio, Japao) em 300 dpi de resolugdo. Imagens digitalizadas foram importadas via
software ImageMaster 2D Platinum versdo 5.0 (GE Healthcare) para analise. Foi
aplicada a cada gel deteccdo automatica de Spots com a minima interferéncia do usuario
seguida pela edicdo manual quando necessario. A deteccdo automatica de spots foi
realizada com 10 landmarks bem definidos e distribuidos uniformemente. Os dados dos
spots, que exibiam alteracdes quantitativas superiores a duas vezes na sua expressao
entre os dois grupos, e presentes em pelo menos cinco das seis replicatas dos géis de
cada grupo, foram submetidos a analise estatistica para a rejei¢do da hipotese nula de
expressao diferencial. Spots com baixa intensidade ou em zonas duvidosas foram
ignorados na analise estatistica, que foi realizada por meio do teste paramétrico

Student's t e ndo-paramétricos de Wilcoxon e de Kolmogorov-Smirnov com p<0.01.
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Foram selecionados para identificacdo os Spots que exibiam alteragdes quantitativas

significativas pelos trés testes estatisticos.
3.7 Digestédo de proteinas e espectrometria de massas

As proteinas selecionadas foram processadas para digestdo com tripsina e extracao

84 .. .
1 usando tripsina modificada em

dos peptideos segundo descrito por Gonzalez et al. [
grau de seqiienciamento (Promega, Madison, WI, EUA). Peptideos foram desalinisados
e concentrados utilizando ZipTips C18 (Millipore, Bedford, MA, E.U.A.). Cada amostra
(1 pL) foi colocada em placa de MALDI-TOF e misturada com matriz de acido alfa-
ciano-4-hidroxicindmico (10 mg/mL em 50% acetonitrila, 0.1% TFA). Os espectros
foram coletados em um espectrometro de massa Reflex IV MALDI-TOF (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha), em modo de extracdo retardado e refletor. A calibragdo
interna foi feita usando picos conhecidos da autolise da tripsina e de queratina (842,50 e
1475,77 Da, respectivamente). As massas dos peptideos (MH +) foram registradas na
faixa de 800 a 3000 Da. O programa FLEXControl v. 1.1.0.0 (Bruker Daltonics) foi
utilizado para a aquisicdo de espectros, enquanto o processamento dos espectros foi

realizado utilizando XTOF v. 5.1.1 (Bruker Daltonics) para a geracdo da listas dos

picos.
3.8 ldentificacdo de proteinas

A lista de massas de picos monoisotdpicos criada pelo programa XTOF v. 5.1.1 foi
utilizada para a busca em banco de dados pela estratégia de PMF usando BioTools v.
2.0 (Bruker Daltonics) ligado ao programa Mascot (http://www.matrixscience.com/) ©**)
contra o banco de dados ndo redundante de proteinas NCBI (National Center for
Biotechnology Information, Bethesda , E.U.A.). A tolerancia de massa foi definida em
100 ppm, e ndo foram impostas restricdes na massa molecular das proteinas ou
linhagem filogenética. A busca que ndo proporcionou pontuacdo significativa sem
restri¢ao com linhagem filogenética foi enviada para um segundo turno com taxonomia
restrita a outros metazoa. Outros pardmetros usados na busca foram oxidacdo de
metionina como modificacdo varidvel e propionamida (alquilacdo da cisteina com

acrilamida) como modificacdo fixa. O niimero de sitios tripticos ndo clivados foi zero,

na maioria dos casos. Hits foram considerados significativos se a pontuacdo para a
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proteina ultrapassava a pontuagdo limiar calculada pelo programa Mascot assumindo

valor de p <0,05.
3.9 Analise de imunocitoquimica e microscopia eletrénica

Trés regides do cérebro da abelha Apis mellifera (lobo antenal, lobo 6ptico e corpo
cogumelar) foram dissecadas e fixadas por 5 h a temperatura ambiente numa solucao
contendo 0,5%glutaraldeido, 4% paraformaldeido, 0,2% acido picrico em 5% de
sacarose € 5 mM de cloreto de célcio em tampao de cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7,2.
Depois de serem lavados no mesmo tampao durante toda a noite a 4°C, os grupos
aldeido livres foram “quenched” com cloreto de amonio, neste tampao durante 1 h a
4°C. O material foi contrastado em bloco com 2% de acetato de uranila e acetona 15%
por 2 h a 4 ° C, posteriormente desidratado em acetona (30-100%) e incorporado em
resina LRGold.

Secdes ultrafinas foram coletadas em grades de niquel e pré-incubadas em solugao
salina tampao fosfato (PBS) contendo 1,5% de albumina bovina (PBS-BSA) e 0,01% de
Tween 20, e posteriormente, incubadas durante 1 h com anticorpos monoclonais contra
MRJP1 B diluido 1:10 em PBS-BSA. Apos lavagem em PBS-BSA, as grades foram
incubadas durante 1 h com anticorpos secundarios marcados com ouro (rabitt-IgG-Au-
conjugados 10nm, Sigma) diluidos em PBS-BSA 1:20. Por tltimo, as grades foram
lavadas com PBS e agua destilada, contrastadas com acetato de uranila e citrato de
chumbo, observados e fotografados em um microscopio eletronico de transmissdo Jeol

® 1011.
3.10 Identificacdo de proteinas por MudPIT

Amostras com misturas de peptideos resultantes de digestdo com tripsina de
proteomas cerebrais (60 ug) de abelhas nutridoras e campeiras foram injetadas a pressao
numa coluna capilar de dessalinizacdo de silica fundida de 250-um (d.i) contendo 3 cm
de resina Polaris C18-A, 5 pm, (Metachem, Ventura, Califérnia) com um filtro de unido
de 2 pm (Upchurch Scientific, Oak Harbor, WA). A coluna de dessalinizacdo foi lavada
com tampao contendo 95% de 4gua, 5% de acetonitrila e 0,1% de &cido féormico. Apds a
dessalinizacdo, um capilar de 100 pm (d.i) com uma ponta puxada de 5 pm empacotado
com 10 cm Aqua C18, 3-um, (Phenomenex, Ventura, Califérnia), seguida por 3 cm de

trocador cationico forte Partisphere, 5-um, (Whatman, Clifton, Nova Jérsei ) foi
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anexado ao filtro de unido e de toda a montagem (coluna dessalinizag¢ao-filtro de unido-
coluna analitica), colocada em linha com um HPLC quaternario Agilent 1100 (Palo
Alto, Califérnia). Os peptideos foram analisados usando uma modificacdo de 12 passos

[ As solugdes tampdo utilizadas foram

de separacdo, como descrito anteriormente
acetonitrila 5% / acido formico 0.1% (tampao A); acetonitrila 80% / acido férmico
0.1% (tampao B); e acetato de amonio 500 mM / acetonitrila 5% / 4cido férmico 0.1%
(tampao C). O passo 1 constou de 100 min um gradiente de 0-100% tampao B. Os
passos do 2-11 tinham o seguinte perfil: 3 min de 100% tampdo A, 2 min de X %
tampao C, 10 min um gradiente de 0-15% tampao B, 97 min e um gradiente de 15-45%
tampao B. Nos 2 min com tampao C as porcentagens (X) foram 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 60%, respectivamente, para os 12 passos da analise. Na ultima etapa, o
gradiente continha 3 min de 100% do tampao A, 20 min de 100% tampao C, 10 min de
um gradiente de 0-15% tampao B, 107 min de um gradiente de 15-70% tampao B.

Os peptideos eluidos a partir da coluna microcapilar, foram diretamente
electronebulizados num espectrometro de massa de armadilha idnica (ion trap) LTQ 2D
(ThermoFinnigan, Palo Alto, Califérnia), com a aplicacdo de um spray distal de 2,5 kV
de tensdo. Um ciclo completo de varredura do espectro de massa (400-1400 m/z),
seguido por 5 espectros MS/MS dependentes de dados com um 35% da energia de
colisdo normalizada, foi repetido continuamente ao longo de cada etapa da separagdo
multidimensional. A aplicacdo das fun¢des de varredura do espectrometro de massa e os

gradientes de solvente do HPLC eram controlados pela datasystem Xcalibur.

3.11 Analise dos espectros de massas MS/MS e categorizacdo de
proteinas

Os espectros MS/MS foram analisados usando o seguinte protocolo do programa de
analise. Os espectros de ma qualidade foram removidos do conjunto de dados utilizando

[87]

um algoritmo de avaliacdo automatizado da qualidade do espectro Os espectros

MS/MS remanescentes apos filtragem foram analisados com o algoritmo SEQUEST ™
%] contra o banco de dados gendmicos da abelha A. mellifera mantido no NCBI
(baixada em sete de novembro de 2006) utilizando a opgdo decoy na qual a seqiiéncia
para cada entrada na base de dados original ¢ invertida **). Todas as buscas foram
realizadas em paralelo num cluster de computador Beowulf constituido por 100 CPUs

Athlon de 1,2 GHz ®. Nenhuma especificidade de enzima foi considerada para

qualquer busca. Os resultados do programa SEQUEST foram montados e filtrados
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utilizando o programa DTASelect (versio 2,0) ®* !, DTASelect 2,0 usa uma anélise
discriminante linear para definir dinamicamente XCorr e DeltaCN limiares para todo o
conjunto de dados de usuario, para realizar uma determinada taxa de falsos positivos
(5% nesta analise). As taxas de falsos positivos sao estimadas pelo programa a partir do
numero e qualidade dos espectros pareados por decoy no banco de dados.

As seqliéncias de proteinas encontradas pela analise acima foram comparadas por
busca de homologia via BLASTX com o catalogo KOG, e entdo classificadas dentro das
principais categorias do catdlogo da seqiiéncia mais similar (E-valor <10E-5). A
redundéancia de contigs ndo foi removida quando eles pertenciam a diversas categorias

KOG, classificando-se como multiplas categorias.

3.12 Avaliacéo da expressao diferencial de proteinas usando o teste G
na contagem espectral

Primeiro, a contagem espectral para cada proteina foi normalizada de acordo com as
contagens espectrais totais de todas as proteinas nas amostras. Tendo em conta que t1 ¢é
a contagem espectral total de todas as proteinas na amostra 1, t2 a contagem espectral
total de todas as proteinas na amostra 2, nl a contagem espectral para uma dada proteina

na amostra 1, n2 a contagem espectral para essa mesma proteina na amostra 2, entao,

f1=nli—2+ﬂa f,=n,+1,
1

onde A € a pseudo contagem espectral (= 0,5 neste caso). A pseudo contagem espectral ¢

usada aqui para evitar tomar o logaritmo de zero.

O valor G foi calculado de acordo com Sokal e Rohlf (1994) P2

G=2fIn L +2f,In ; )
fl f2

onde f1, f2 sdo as contagens espectrais normalizada para a proteina na amostra 1 ¢ na
amostra 2, respectivamente; ﬂ, fz sd0 as contagens espectrais esperadas para a
proteina na amostra 1 e na amostra 2, respectivamente. Assumimos que a proteina ¢é
igualmente expressa, assim ﬂ = fz =(fi + /2.

O valor G foi calculado e utilizado para avaliar se a proteina foi diferencialmente

expressa em fungio do chi-quadrado (x”) numa tabela de distribuigdo com um grau de
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liberdade. As proteinas com G maiores do que 3,841 foram consideradas

diferencialmente expressas com P <0,05.
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4.1 Extracdo de proteinas e 2-DE

Diferentes procedimentos foram testados para a extragdo de proteinas cerebrais de
abelhas. Ultra-som, pérolas de vidro e homogeneizagdo manual foram utilizadas para a
ruptura celular. Os melhores resultados foram obtidos por meio da homogeneizacdo
manual, que proporcionou integridade das proteinas e ¢ um procedimento simples para a
extragdo de proteinas (resultados ndo apresentados).

A adigdo de 10% de isopropanol no tampao da amostra 2-DE 3] foi necessaria para
melhorar a resolucdo na separacdo das proteinas na regido de pH basico, quando tiras
IPG de pH 3-10 foram utilizadas na etapa IEF (Figura 6). Em SDS-PAGE, foram
testadas varias concentragdes de poliacrilamida. A melhor resolugdo para polipeptidios
de alta massa molecular, que incluia a maioria dos Spots nos mapas 2-DE, foi atingida

usando concentracdes de 10% T (Figura 6).
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Figura 6. Padroniza¢do dos géis 2-DE de cérebro de abelhas no intervalo de pH 3-10. A Amostra foi
aplicada em tampao 2-DE com (+) ou sem (-) 10 % isopropanol. Diferentes concentra¢des de poliacrilamida
(12% ou 10% T) foram testadas. A) (-) isopropanol, 12% T; B) (+) isopropanol, 12% T; C), (+) isopropanol,
10% T.

A andlise inicial das imagens dos géis 2-DE usando ampla faixa de pH (3-10)
mostrou que a maior parte dos spots diferencialmente expressos foram concentrados na
faixa de pH acido (Figura 7). Por isso, tiras de IPG na faixa de pH 4-7 foram utilizadas

para a seqiiéncia de experimentos, uma vez que forneceram melhor resolucao.
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Figura 7. Géis 2-DE representativos (pl 3-10, 10% T), do total de extratos de proteinas de cérebro
abelhas, foram aplicadas 50 pg de proteinas, A: Nutridora, B: Campeira. As proteinas foram detectadas
usando coloragdo de prata.

Em média os dois grupos analisados apresentaram entre 800-900 spots/gel. A partir
dos pontos de referéncias (landmarks), todos os géis foram alinhados, tiveram os Spots
numerados e pareados digitalmente. A quantidade de proteina presente em cada spot foi
normalizada com respeito a quantidade total aplicada no gel a partir do total de spots. A

comparacao foi baseada na media de porcentagem de volume por grupo.
4.2 ldentificacéo de Proteinas

Vinte spots, o que corresponde a dezesseis proteinas distintas, demonstraram ser
diferencialmente expressas (de acordo com os critérios definidos em Materiais e
Métodos) nos cérebros de nutridora e campeira. Essas proteinas foram identificadas por
espectrometria de massas por meio da estratégia de PMF (Tabela 1, Figura §). Ainda
outras proteinas ndo diferencialmente expressas separadas por 2DE pH 3-10 e pH 4-7

foram identificadas por peptide mass fingerprinting e MS/MS (Anexos).
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Quatro spots foram especificos de cada grupo, a saber, os sSpots 11 e 12 de nutridora
(Figura 8A) e os spots de 19 e 20 de campeira (Figura 8B). Os outros dezesseis Spots
exibiram diferentes intensidades entre as operarias. A expressdo diferencial de tais
dezesseis proteinas revelou ser estatisticamente significativa nos testes Student’s t,

Wilcoxon e Kolmogorov-Smirnov com p <0,01.
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Figura 8. Comparagdo de proteomas cerebrais de abelhas nutridoras e campeiras por 2-DE (pl 4-7). Quantidades
de 50 pg de proteinas foram utilizadas. Setas indicam proteinas que foram mais expressas em nutridora (A) e em

campeira (B) identificadas pela estratégia de PMF como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1. Spots de proteinas diferencialmente expressas analisados por MALDI-TOF MS e identificados por busca em banco de dados ndo redundante NCBI usando o

programa Mascot.

No. Fator de

cambio
1 92
2 2.8
3 2.0
4 2.2
5 2.9
6 2.3

Proteina identificada

Proteinas mais expressas no cérebro da nutridora

major royal jelly protein
1

PREDICTED: similar to
ERp60 CG8983-PA,
isoform A isoform 2

PREDICTED: similar to
T-complex Chaperonin 5
CG8439-PA, isoform A

PREDICTED: similar to
CGR8351-PA isoform 1

PREDICTED: similar to
TER94 CG2331-PA,
isoform A isoform 1

PREDICTED: similar to
ERp60 CG8983-PA,
isoform A isoform 2

Apis
mellifera/gi|58585098

Apis mellifera/
gi[66546657

Apis mellifera/
£i/66522349

Apis mellifera/
£i/66540596

Apis mellifera/
gi[66534286

Apis mellifera/
gi|66546657

26/150

25/160

20/108

16/84

24/114

29/131

Organismo/Proteina ID Porcentagem  Numero
de cobertura
/ pontuagdo
de Mascot

de
peptideos
pareados

10

10

11

pl (Teor.)/

PM(Teor.) valordeD?

KDa

5.10/49.42

5.57/55.82

5.70/60.02

6.03/60.54

5.18/89.62

5.57/56.32

Valor de t/

9.90/1

8.75/1

8.06/1

6.02/1

4.94/1

4.82/1
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10

11

12

13

14

15

2.1 PREDICTED: similar to
stubarista CG14792-PA,

isoform A
2.0 PREDICTED: similar to
Actin 88F CG5178-PA

2.0 PREDICTED: similar to
Calreticulin CG9429-PA
isoform 1

3.0 PREDICTED: similar to
antdh CG1386-PA

* major royal jelly protein
7

* major royal jelly protein
2

Proteinas mais expressas no cérebro da campeira

10.8 alpha-glucosidase

2.5 similar to Protein
lethal(2)essential for life
(Protein Ef121)

3.1 similar to Sarcoplasmic
calcium-binding protein 2
CG14904-PA

Apis mellifera/
£i/66524293

Apis mellifera/
£i/66509789

Apis mellifera/
2i|66545506
Apis mellifera/
2i/66548280

Apis mellifera/
2i|62198227

Apis mellifera/
2i|58585108

Apis mellifera/
gi|58585164

Apis mellifera/
£i|110750762

Apis mellifera/
2i[48140312

26/114

21/109

27/124

28/89

19/98

28/131

15/98

42/108

26/81

10

12

4.94/34.03

5.56/41.82

4.45/47.57

4.93/26.67

4.90/50.93

6.83/51.54

5.06/65.74

5.37/22.59

4.79/21.47

3.28/1

2.78/0.83

3.38/0.83

2.75/0.83

NA®

NA®

8.62/1

5.65/1

4.68/1
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16

17

18

19

20

3.9

5.6

2.0

Transferrin

alpha-glucosidase

PREDICTED: similar to
Glutamine synthetase 2
CG1743-PC, isoform C

alpha-glucosidase

alpha-glucosidase

Apis mellifera/
£i|58585086

Apis mellifera/
2i|58585164

Apis mellifera/
gi[48141383
Apis mellifera/
gi|58585164

Apis mellifera/
gi|58585164

25/212

19/96

27/102

24/115

27/179

12

14

6.77/80.38

5.06/65.74

6.42/41.95

5.06/65.74

5.06/65.74

3.49/0.83

2.90/1

4.15/1

NA®

NA®

*: Spot estado especifico (Presente em mais de 5 géis em um grupo e ausente no outro grupo)

a) Spot diferencialmente expresso sendo o valor de t>2.75 e o valor de D >0.449 for n=12 foram considerados estatisticamente

significativos com p<0.01.

b) NA — Nao aplicavel.
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Um total de catorze proteinas foram identificadas com pontua¢do maior que 100 e
cobertura na seqiiéncia superior a 24%, sendo a tolerancia de massa do peptideo <100
ppm em todos os casos. Além disso, o fato da proteina coincidir com a espécie Apis
mellifera foi considerado como um critério importante para apoiar a identificagao, pois
nenhuma restri¢ao taxondmica foi imposta durante a pesquisa no banco de dados. Todas
as proteinas identificadas migraram em valores de pl e Mr muito semelhantes aos
esperados. O cérebro da nutridora revelou alta expressdo das principais proteinas da
geléia real MRJP1, MRJP2 e MRJP7 e proteinas associadas a sintese protéica. Nas
campeiras experimentadas foram mais expressas proteinas relacionadas a outros

processos metabodlicos.

Trés proteinas foram identificadas em dois ou mais spots: MRJP1, alfa-glucosidase
e similar to ERp60 isoform A isoform 2. Os dois primeiros aparecem como grupos de
spots distribuidos ao longo do eixo de Mr e de pl, sugerindo modificacdes pos-
traducionais como glicosilagdo, fosforilagdo ou modificacdo por acido sialico (Figura
9A, B). A glicosilagdao de MRJP1 foi reportada previamente 41 Ainda nido foi relatada
fosforilagdo ou modificagdo por acido sialico para estas proteinas, no entanto foi

95 L
3 B3 Outras caracterizagoes devem ser

relatado polimorfismo genético para MRJP
realizadas para verificar a possibilidade, identidade, localizacdo e fungdo de tais

modificacdes pods-traducionais hipotéticas sobre essas proteinas alvo.

Nutridora Campeira
-4 |

17

B ) -

Figura 9. Regides ampliadas do gel 2-DE mostrando isoformas de
proteinas expressas diferencialmente A: numero 1 indica MRJP1, B:

nimeros 13, 17,19 e 20 indicam isoformas da alpha-glucosidase .

Outros spots de proteinas que mostraram diferenca significativa na expressdo nao

puderam ser identificados pela estratégia de PMF devido a baixa quantidade de proteina
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para obter identificagdao confiavel. Outras proteinas compreendiam possiveis isoformas,
e nesses casos, as proteinas dos extremos foram identificadas, o que nos permitiu supor

que as proteinas localizadas entre os extremos poderiam ser as mesmas.
4.3 Expressdo diferencial de proteinas por 2-DE e func¢ao biolégica

Trés proteinas detectadas e identificadas como mais expressas no cérebro da
nutridora (MRJP1, MRJP2 ¢ MRJP7) também foram detectadas na secre¢ao da glandula
hipofaringea em nutridoras ). Estas proteinas estdo relacionadas com a determinagio
de casta e fungOes sociais durante diferenciacdo das larvas em abelhas, e também
desempenham um papel importante na alimentagio das mesmas *°.

Expressoes génicas destas proteinas no cérebro de abelhas foram previamente
relatadas. Por exemplo, o gene da MRJP1 (Swiss-Prot/TTEMBL ntmero de acesso
D79207) é expresso em um subconjunto das células de Kenyon dos corpos cogumelares
P71 sugerindo um papel para esta proteina no cérebro. Além disso, 0 mRNA para
MRIJP2 ¢ MRJP7 foi detectado no tecido cerebral nas operarias °*. Ainda pouco se sabe
sobre a fungdo destas proteinas no cérebro de abelhas. E provavel que as MRJPs tenham
uma func¢do no cérebro como fontes de aminoacidos essenciais para a sintese protéica,
especialmente durante o processo de ontogenia da nutridora a campeira.

A fim de confirmar a presenca de MRJP1 no cérebro de abelhas e para descartar
possivel contaminacdo a partir da glandula hipofaringea, experimentos de
imunolocalizacdo foram realizados em trés regides do cérebro da operaria nutridora.

Microscopia eletronica revelou a presenga de marcagdo para MRJP1 no lobo antenal,

lobo dptico e corpos cogumelares (Figura 10).
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Figura 10. Imagens de microscopia eletronica de trés regides de cérebro de abelha
imunomarcadas com anti-MRJP1 e ouro coloidal. A: Corpos cogumelares, B:
Controle; C: Lobo antenal, D: Controle; E: Lobo optico, F: Controle. As barras em
cada foto representam: esquerda: 0.5 um, direita: 0.2 um. c:citoplasma, m:
mitocondria, r: rabdoma, d: desmossomos, g: granulo pigmentado. O controle
consistiu em aplicar o0 mesmo procedimento sem anticorpo primario (anti-MRJP1)

para as trés regides do cerebro

A MRIJP1 esta localizada no citoplasma, enquanto que em mitocondrias ndo foi
observada a marcacdo. Pela orientagdo, MRJP1 parece estar depositada em filamentos
no citoesqueleto (Figura 10A). Na Figura 10E, observa-se MRJP1 depositada no
rabdoma, estrutura presente em células de retina, composta por numerosos

microtubulos. Estas evidéncias sugerem que MRJP1 poderia ser uma proteina associada
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a filamentos. As imagens também mostraram
que esta proteina encontra-se no espago
intercelular de  células dos  corpos
cogumelares, tal como se observa na Figura
11. Isto indica que MRJP1 ¢ também uma
proteina secretada. Tal conjunto de resultados
sugere que MRIJP1 poderia ter extra e
inesperada fun¢do além de ser apenas uma
provavel reserva de aminoacidos para a sintese

protéica no cérebro.

Trés proteinas mais expressas em cérebro

Figura 11. Imagem de microscopia eletronica

de nutridora (proteina similar to calreticulin mostrando  imunomarcagio  na  regido

isoform 1, similar to TER94 isoform A isoform intercelular dos corpos cogumelares, ei: espago

L ~ n ~ _intercelular. B da: 0.5 , b

1 e similar to AntDH ) ndo tém a sua fungdo oo DA esquerda wm, barra
. . . ) direita: 0.2 pm.

descrita em Apis mellifera. Curiosamente,

proteinas homologas de Drosophila provavelmente desempenham papéis no sistema
olfativo.
A calreticulina é uma chaperona multifuncional que liga Ca*" e é implicada em

[99.100] * Calreticulina é um modulador essencial tanto nas

[1o1]

varios processos celulares
fungdes de adesdo celular como no inicio da sinalizagdo mediada por integrina
Outros genes que podem agir em adesdo celular e também na unido a Ca*" (BM-40-
SPARC), tém maior expressio no cérebro da nutridora . Estudos anteriores indicam
que, em Drosophila, a calreticulina desempenha um papel fundamental nas fungdes do
sistema olfativo, possivelmente estabelecendo sensibilidade global a odorantes ', As
reagdes comportamentais aversivas a odorantes sdo comprometidas em mutantes Crc
(gene da calreticulina) de Drosophila. Esta deficiéncia na aversdo ao odor ndo ¢
especifica a uma classe de odorante e parece estar correlacionada a uma mudanga na
poténcia do odorante %,

Estudos de imunomarcagao em adultos de Drosophila demonstraram que TER94 ¢
predominante em sistema nervoso (corpos cogumelares ¢ glomérulo antenal) ') O
glomérulo antenal compreende as terminagdes de neurdnios olfativos primarios e

dendritos de interneuronios. Os corpos cogumelares sdo Orgdos que aparentemente

desempenham uma funcdo no processamento e armazenamento de informacgdes
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quimiosensoriais, ¢ se acredita que ¢ o local de aprendizagem olfativa 1. O elevado
nivel de TER94 nestes tecidos pode refletir a necessidade desta proteina para o
desenvolvimento dos cones de crescimento e pode ajudar na orientacdo por catalisar o
evento de fusio de membrana entre TER e o cone de crescimento ['**.

Quanto a AntDH, analises de northern blots e de hibridizacdo in situ em
criosec¢des de cabega e antenas de Drosophila mostraram que a expressdo desta
proteina ¢ restrita ao terceiro segmento antenal, sugerindo um papel para AntDH na
olfagdo "%,

Outra proteina que resultou ser mais expressa no cérebro da nutridora foi a actina
88F. Ja foi demonstrado anteriormente elevada concentracdo de F-actina no glomérulo
olfativo em Apis mellifera, indicando que esta é uma caracteristica essencial de tal
sistema, mas provavelmente relacionado com um elevado grau de plasticidade sinaptica

106, 1 , .
(106, 1071 " A1¢m disso,

e estrutural dentro das neuropilas do glomérulo do centro primario
a surpreendente plasticidade de longo prazo no adulto que contém complexos
glomerulares ricos da F-actina nas regides da entrada visual e olfativa do calice dos
corpos cogumelares sugere que estas alteracdes sindpticas possam desempenhar um
papel causal em adaptagdes comportamentais idade-especifica e de castas ['*7),

Convém notar que as quatro proteinas descritas acima sdo potencialmente
relacionadas com o sistema olfativo. Essas proteinas foram encontradas mais expressas
no cérebro da nutridora. A medida que o ambiente no interior da colméia esta escuro, a
nutridora deve contar com a comunicagdo a base de odor para realizar o seu
comportamento. Um interessante estudo recente mostrou os efeitos da idade cronoldgica
da abelha do mel e do papel social sobre a sensibilidade sensorial e a performance da
aprendizagem olfativa associativo !'"!. A redugdo na aquisi¢do da funcio olfativa foi
relacionada com a funcdo social, mas ndo com a idade cronologica. Este declinio
ocorreu apenas em campeiras com longa experiéncia no forrageamento, mas a0 mesmo
tempo as campeiras apresentaram menor generalizacdo dos odores, o que ¢ indicativo de

aprendizagem mais precisa. Além disso, campeiras que foram revertidas a partir de

forrageamento para tarefas de nutridora, ndo apresentaram déficits na aquisicao olfativa
[108]

Outras quatro proteinas que foram mais expressas no cérebro da nutridora em
compara¢ao com campeira foram: protein similar to ERp60 CG8983-PA isoform A
isoform 2, protein similar to T-complex chaperonin 5 CG8439-PA isoform A, protein
similar to CG8351-PA isoform 1 e protein similar to stubarista CG14792-PA isoform A.
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Todas elas agem no enovelamento de proteinas durante o processo de sintese protéica,
com excecdo da stubarista que funciona como uma proteina ribossomal. Além disso,
ERp60 pertence a familia da proteina dissulfeto isomerase (PDI), que interage com
calreticulina no ciclo de enovelamento de glicoproteinas '*. As nutridoras precisam de
alta atividade de sintese protéica para desenvolver a maquinaria protéica necessaria para
as mudancas na estrutura cerebral que precedem a ontogénese a campeiras, o que
justifica uma maior expressao dessas proteinas.

Campeiras experientes apresentaram maior expressdo em comparacdo com
nutridoras de alfa-glucosidase, transferrina, proteina semelhante a glutamina sintetase 2
isoforma C e uma proteina similar a proteina sarcoplasmatica ligante de célcio 2 (do
inglés - similar to sarcoplasmic calcium-binding protein 2).

A alfa-glucosidase ¢ secretada pela glandula hipofaringea e converte a sacarose, o

(101 Betudos  utilizando

principal componente do néctar, em glicose e frutose
microarranjos de DNA e Northern blottings mostraram que o gene da alfa-glucosidase é
mais expresso na cabeca de abelhas experientes quando comparado com as mais jovens
71 Alfa-glucosidase também é conhecida como uma enzima envolvida na degradago
de glicogénio e oligossacarideos, e produtos de metabolismo de carboidratos sdo
utilizados ndo apenas como combustivel para os voos de forrageamento "%, mas
também para os nutrientes de neurdnios em abelhas [''*]. A elevada expressio da alfa-
glucosidase no cérebro poderia estar relacionada com o aumento das necessidades
enérgicas associadas a maior atividade cerebral durante os processos de aprendizagem e
de memorizacao que sdo acionados mediante forrageamento.

Transferrina, uma proteina de ligacdo de ferro, teve sua expressao incrementada no
cérebro da campeira, o que coincide com pesquisas anteriores que descreveram, em
nivel transcricional, uma alta concentragdo de seu mRNA nas neuropilas do cérebro
central e nos olhos pigmentados do que em outras partes do corpo de abelhas operarias
campeiras ' Além disso, a exposi¢do das abelhas recém emergidas a luz constante
por 24 h conduziu a 50% de aumento na expressao da AmTRF (gene da transferrina em

114 . . ~ . .
I A Transferrina poderia entdo ser importante para o sistema nervoso

A. mellifera) !
das campeiras para lidar com novos insumos visuais fora da colméia. Os elevados niveis
de mRNA para trasferrina no sistema nervoso central da abelha poderiam também estar
associados a um papel potencial como componente num mecanismo de protecdo contra
o estresse oxidativo por espécies reativas de oxigénio (ROS). Curiosamente, os ultimos

resultados indicaram que o ciclo redox celular normal em abelhas ¢ fundamental para o
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processamento olfativo, e o quelante de ferro impede o estresse oxidativo mediado por

ROS " Nos insetos, a transferrina pertence a uma familia multigene ''%

, € apresenta
outros possiveis papéis como proteina de transporte de ferro, agente antibidtico, indutor
de vitelogenina e é uma proteina reprimida por horménio juvenil !,

Outra proteina que mostrou elevada expressdo no cérebro da campeira foi
identificada como proteina sarcoplasmatica ligante de calcio 2 (do inglés - similar to
sarcoplasmic calcium-binding protein 2, dSCP2). O produto do gene dSCP2 de
Drosophila mostrou atividade de JHDK (horménio juvenil diol quinase) e sua sequéncia

¢ similar a de JHDK de Manduca sexta '''®

. A modelagem molecular para estas
proteinas revelou homologia estrutural com proteina-G e proteinas ligantes de calcio.
Analise protedmica e de hibridizacdo in situ revelou que a expressdao de JHDK foi alta
nos corpos cogumelares no cérebro da abelha campeira [''"”). JHDK é uma importante
enzima envolvida na via de degradagdo do hormonio juvenil (JH). Altos niveis de
JHDK no cérebro da abelha campeira poderiam ser requeridos para a regulacdo dos
titulos de JH. Existem evidencias de que JH provoca mudangas na estrutura do cérebro
da abelha relacionados com a maturagdo comportamental e polietismo °!. Por outro
lado, a proteina sarcoplasmatica ligante de calcio 2, também conhecida como
calexcitina, tem sido ligada & memoria associativa e a mobilizagdo de Ca®" intracelular
1201 Também foi sugerido que JHDK estd envolvida no processo de sinalizagdo
mediada por Ca®" nos corpos cogumelares e poderia contribuir para a alta capacidade de
aprendizagem e memoéria na abelha '),

Uma putativa glutamina sintetase 2 (GS2) foi outra proteina com elevada expressao
significativa no cérebro da campeira quando foi comparada com nutridora. Um recente
estudo avaliou as bases moleculares de fendtipos de v6o em mutantes defeituoso de voo
de Drosophila para o receptor inositol 1,4,5- triphosphate (InsP3R), um canal
intracelular de liberagdo de Ca®’. Para isso, foi feito uma varredura de microarranjos
com RNA isolado de cabegas e torax de adultos. Foi observada diminui¢do na expressao
de varios genes que influenciam a excitabilidade dos neurdnios ¢ musculos. Dentre
estes, o papel da glutamina sintetase 2 foi investigado. Esta enzima reduz os niveis de
glutamato na sinapse. Transcritos para a enzima glutamina sintetase 2 foram reduzidos
significativamente em mutantes InsP3R de Drosophila. Isto foi acompanhado por
baixas concentracdes de glutamato, assim como também pelo aumento de ramificacdes

axonais ¢ o numero de sinapse da jungdo neuromuscular do v6o. Foi proposto um

mecanismo ndo autonomo da célula para o controle dos niveis de glutamato e a
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expressdo de Gs2 por sinais Ca*" gerados através de InsP3R. Niveis destas moléculas
podem ser importantes para a manutencao da estabilidade do v6o. Uma funcdo similar
para a glutamina sintetase 2 poderia ser proposta no modelo de abelhas. A campeira,
que deve ter um complexo comportamento motor para o desempenho dos voos de
forrageamento, mostrou maior expressao no cérebro de uma das isoformas da enzima
em relacdo as nutridoras, de acordo com nossos resultados.

GS2 foi identificada em dois spot com diferentes pls (Figura 12), mas apenas no
spot 18 a expressao diferencial foi estatisticamente significativa entre os grupos. Os
espectros de massas e da correspondéncia dos peptideos tedricos com experimentais

para estes dois Spots sdo mostrados na Figura 13.
Nutridora Campeira

18 21 18 21

Figura 12. Regides ampliadas do gel 2-DE mostrando isoformas da glutamina sintetase 2
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Figura 13. Exemplo representativo dos espectros de massas MALDI-TOF da digestdo triptica de dois spots
identificados como proteina semelhante a glutamina sintetase 2, isoforma C. Picos sinalizados indicam

peptideos experimentais pareados com os teoricos para ambos Spots. Seta azul indica peptideo ndo encontrado

no spot 21
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Adicionalmente, foi encontrado que a proteina letal (2) essencial para a vida
(proteina Ef121) foi mais expressa no cérebro da campeira. Trabalhos prévios utilizando
hibridagao por Northern blots também mostraram que o gene que codifica para esta
proteina foi mais expresso na cabega da abelha campeira "), Esta proteina tem fungio
desconhecida em Apis mellifera, mas parece ser uma chaperona (do inglés - crystallin-
like chaperonin, HSP20) codificada pelo gene letal (2) essencial para a vida (12efl) em

Drosophila melanogaster "'

4.4 Andlise qualitativa das proteinas totais identificadas por MudPIT

Foram identificadas um total de 2.742 proteinas a partir das amostras dos cérebros
das abelhas nutridoras e campeiras (para dados completos, vide CD em anexo) . As
contagens dos espectros totais para campeira e nutridora foram 21.948 e 28.431,
respectivamente. As proteinas identificadas representam 27,4% do conjunto de 10.157
genes preditos a partir da avaliagdo inicial do genoma de A. mellifera '*?1. Até a
presente data, este ¢ o primeiro mapeamento em grande escala do proteoma cerebral da
abelha operaria A. mellifera.

A Tabela 2 apresenta o total de proteinas categorizadas pelo catidlogo KOG.
Proteinas que se expressam tanto em nutridoras quanto em campeiras sdo representadas
com NC, aquelas que se expressam apenas em nutridoras e nao estdo incluidas em NC
sdo representadas no grupo N e aquelas unicamente expressas em campeiras estdo

representados no grupo C.

Tabela 2. Quantidade total de proteinas para cada grupo.

Total de proteinas Total de proteinas Hits  No Hits

identificadas por categorizadas
MudPIT NrBlast
NC 1619 1514 1376 138
N 1123 1096 985 111
C 245 230 189 41
Total Nr 2742 2840

Nr: Nao redundante
Hits: aquelas proteinas que foram categorizadas segundo o pareamento com seqiiéncias homologas no

catalogo KOG.
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As fungdes principais do grupo de proteinas NC, incluiram: producdo e conversao
de energia (C-6,5%); mecanismos de transducdo de sinal (T-8,8%); modificagdo pos-
traducional, reciclagem de proteina e chaperonas (0-10,5%); e traducdo, estrutura
ribossomal e biogénese (J-6,7 %) (Figura 14 A).

Uma vantagem da tecnologia MudPIT ¢ que permite a identificacdo de proteinas
com baixo numero de copias por célula. Por exemplo, proteinas envolvidas nos
mecanismos de transdugdo de sinal (T), varias das quais pouco concentradas em células,
representaram uma grande fragdo nos trés grupos (NC- 8,8%, N- 10,3% e C- 7,4%,
Figura 14).

Multiples Categorias A
A 3.4%
9.6% .

N/

A: Processamento de RNA e modificagdo
E C: Produgdo e conversdo de energia
E: Metabolismo e transporte de aminoacidos
G: Metabolismo e transporte de carboidratos
1: Transporte e metabolismo de lipidios
3 J: Tradugdo, estrutura ribosomal e biogéneses
6.7% K: Transcrigdo
O: Modificaces pos-traducionais, reciclagem de proteinas, chaperonas
R: Outras previsdes de fungéo geral
S: Fung&o desconhecida
T: Mecanismos de sinalizagédo da traducéao

o
T _ 105% U: Trafego intracelular, secregdo, gransporte vesicular
8.8% 450/ R Z: Citoesqueleto
] o 7.9%
B Multiples Categorias A; c £ C Multiples Categorias s, C E
1019 41% 21% E o 10% 22%26% 60 G

Outras

10.1%

z

T
10.3%

11.4%

T
7.4%

S

S
9
8.1% 10%

Figura 14. Esquema representativo da classificagdo nas principais categorias da KOG. A: grupo NC-proteinas
identificadas em nutridora e campeira; B: grupo N-proteinas identificadas exclusivamente em nutridora; C:

grupo C-proteinas identificadas exclusivamente em campeira.

Exemplos deste grupo foram as subunidades catalitica e regulatoria de proteinas
quinases A: similar to cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit (PKA C)
isoform 1(XP 393285.1) e cCAMP-dependent protein kinase type Il regulatory chain.
Estudos anteriores demonstraram que CAMP-dependent kinase (PKA) contribui na
indugdo para a formagdo de memoria de longo prazo em abelhas (Apis mellifera) !>,
Outro exemplo foi PREDICTED: similar to Calcium/calmodulin-dependent protein

kinase CG6703-PB, isoform B isoform 1 (XP 394821.3). A expressio de
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Ca”"/calmodulin-dependente proteina quinase II (CaMKII) nos corpos cogumelares do
cérebro das abelhas foi reportada anteriormente .

Os principais reguladores dos processos celulares, tais como os fatores de
transcri¢do, normalmente existem em um nimero muito reduzido de copias por célula e,
por isso, sdo dificeis de detectar por 2-DE. Exemplos de proteinas identificadas neste
grupo foram: PREDICTED: similar to Nuclear transcription factor Y subunit gamma e
PREDICTED: similar to C-terminal-binding protein (CtBP protein) (dCtBP) isoform 1.

As proteinas de membrana desempenham um papel central na adesdo celular,
transducdo de sinal e transporte molecular, e sdo escassamente identificadas pelo
procedimento tradicional de 2-DE. Neste trabalho, varias translocases e outras proteinas
de membrana da vesicula sinaptica foram identificadas com dois ou mais peptideos
(vide CD em anexo).

Outras proteinas que se identificaram como mais abundantes foram proteinas
housekeeping como, por exemplo, chaperonas (NC-10,5%) e proteinas envolvidas com
a traduc@o, estrutura ribossomal e biogénese (NC-6,7%).

Nao foi possivel atribuir funcao pelo catalogo KOG para cerca de 10% das proteinas
nos grupos NC e N, e 18% na C. Isto pode ser explicado pelo fato de serem proteinas
especificas da espécie A. mellifera, e, como o catadlogo procura a fungdo segundo a
similaridade da seqiiéncia com outras espécies, neste caso ndo houve coincidéncia
(exemplos, as MRJPs). Cerca de 4, 8, e 10% das proteinas identificadas tinham fung¢ao
desconhecida nos grupos NC, N e C, respectivamente.

O genoma de Apis mellifera foi recentemente sequenciado pelo Honey Bee Genome

Sequencing Consortium (HBGSC) (http://www.hgsc.becm.tmc.edu/projects/honeybee/).

Uma versdo avancada (versdo 4.0) da montagem do genoma da abelha foi lancada em
margo de 2006 ¢ publicada em outubro daquele ano ">, Porém, até o momento nio
existem ferramentas suficientes para uma analise automdatica mais profunda na
caracterizagdo de proteinas de A. mellifera, por exemplo, para caracterizar proteinas de
acordo com dominios de transmembranas, pl, localizacdo celular, etc. Além disso, nem

todas as bases de dados sdo atualizadas com o genoma sequenciado de A. mellifera.

4.5 Diferencas protedmicas quantitativas entre cérebros de nutridora
e de campeira

Apos aplicar a normalizagdo por Spectral Count, 467 proteinas (17% do total de

proteinas) foram encontradas como diferencialmente expressas. Dentre essas, 164
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proteinas sdo mais abundantes ou apenas expressas em campeiras, enquanto que 303 sdo
mais abundantes ou apenas expressas em nutridoras (Tabela Suplementar 1, Vide CD
em Anexos).

A comparacdo do conjunto de proteinas, especificamente aquelas implicadas na
tradugdo, estrutura ribossomal e biogénese (J), revelou que foram identificadas mais

proteinas nessa categoria em nutridoras (14,5%) que em campeiras (1,8%), Figura 15.
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Figura 15. Freqiiéncia das proteinas segundo as categorias do catalogo KOG que mostrou mudangas significativas na

expressdo entre os dois grupos.

O alto nivel desse conjunto de proteinas (J) poderia refletir a alta atividade de
sintese de proteinas em nutridoras para desenvolver a maquinaria protéica necessaria

para as mudangas na estrutura cerebral que antecede a ontogénese para campeira. Além
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disso, proteinas relacionadas a modifica¢des pos-traducionais, reciclagem de proteinas,
chaperonas (O); estrutura e dindmica da cromatina (B); trafico intracelular, secregao,
transporte vesicular (U) também foram mais abundantes no cérebro de nutridora (Figura
15).

O cérebro de nutridora exclusivamente mostrou expressao de proteinas associadas a
modificacdo e processamento de RNA (A) e ao controle do ciclo celular, divisdo celular
e divisao de cromossomos (D). Essa maior expressdo das proteinas referidas acima
sugere uma diferenciacio e desenvolvimento cerebral nas abelhas operarias jovens. E
conhecido que a transi¢do de nutridora a campeira implica mudancas na estrutura
cerebral 2°],

Outras proteinas envolvidas na biogénese de parede celular / membrana / envelope
(M) e mobilidade celular (N) foram identificadas exclusivamente no cérebro de
nutridora.

A Tabela 3 mostra proteinas que foram expressas exclusivamente no cérebro de
nutridora com a maior contagem espectral depois da normalizagdo. Um exemplo de
proteina expressa exclusivamente no cérebro da nutridora com alta contagem espectral
foi PREDICTED: similar to 14-3-3 CG17870-PA, isoform A isoform 2 (XP_623183.1).
De acordo com o banco de dados Gene Ontology (GO), por homologia a proteina 14-3-
3 zeta é necessaria para a proliferacao celular dependente de Raf e na diferenciagdo do
fotorreceptor durante o desenvolvimento dos olhos. Pode estar relacionada também com
a aprendizagem olfativa em Drosophila. 14-3-3 zeta foi também uma das seqiiéncias de
Apis coincidente com o gene correspondente de Drosophila que é implicado no
comportamento (127,

Outra proteina encontrada pela contagem espectral especifica no cérebro da
nutridora foi PREDICTED: similar to moleskin CG7935-PA, partial. De acordo com
GO, esta proteina esta envolvida na proliferacdo e diferenciagdo celular (ex: na
diferenciagdo celular de cone de olhos compostos).

Vitelogenina foi expressa seletivamente no cérebro de nutridora. Sabe-se que a
vitelogenina ¢é predominante na hemolinfa, ¢ que a alta taxa de sintese desta proteina ¢
uma das principais caracteristicas definidoras da abelha nutridora 2 129 130 131. 132. 133]

O fator de transcricdo putativo mblk-1 foi também apenas expresso no cérebro da
nutridora. Um estudo anterior indicava que mblk-1 ¢ um fator de transcricdo que

. . . . . 134
poderia funcionar nos circuitos neurais dos corpos cogumelares ['*%],
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Outros exemplos de proteinas seletivamente expressas no cérebro de nutridora com

alta contagem espectral sdo mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3. Exemplos de proteinas seletivamente expressas e com maiores contagem espectrais em cada grupo de operaria. O total de proteinas diferencialmente ou

seletivamente expressas com as respectivas contagens de espectros esta na Tabela Suplementar 1 (Vide CD em Anexos).

No. de acesso ~ Proteina identificada Organismo/Operaria  Spectral Count Categorias KOG
normalizado

XP 623183.1 PREDICTED: similar to Apis 39.5 Modificacdes pos-traducionais, reciclagem
14-3-3 mellifera/nutridora de proteinas, chaperonas
CG17870-PA, isoform A
isoform 2

XP_624116.2  PREDICTED: similar to Apis 23.5 Estrutura nuclear; trafego intracelular,
moleskin mellifera/nutridora secregdo e transporte vesicular
CG7935-PA, partial

XP 392511.2  PREDICTED: similar to Apis 20.5 Traducdo, estrutura ribossomal e biogénese
elF5 mellifera/nutridora
CG9177-PB, isoform B
isoform 1

XP 624598.1  PREDICTED: similar to Apis 16.5 Modificag¢des pos-traducionais, reciclagem
lethal (1) G0022 CG8231-  mellifera/nutridora de proteinas, chaperonas
PA

KOGO0359, Chaperonin
complex component, TCP-
1 zeta subunit (CCT6)
XP 393135.2  PREDICTED: similar to Apis 14.5 Traducgdo, estrutura ribossomal e biogénese
Ribosomal mellifera/nutridora
protein L23A CG7977-PA
KOG1751, 60s ribosomal

protein L.23
XP 395962.2  PREDICTED: similar to Apis 13.5 Trafego intracelular, secre¢do e transporte
pl15 mellifera/nutridora vesicular

CG1422-PA KOG0946,
ER-Golgi vesicle-tethering
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XP 394518.1

XP_ 001120061
1

XP_624589.1

XP_624212.1

XP 623220.1

BAES6928.1
AAP93583.1

XP 623225.1

AAM20738.1

XP_392060.2

protein p115
PREDICTED: similar to
Glutathione

S transferase S1 CG8938-
PA, isoform A
PREDICTED: similar to
Connectin CG7503-PA
KOG4194, Membrane
glycoprotein LIG-1
PREDICTED: similar to
Calmodulin
CG8472-PA, isoform A
isoform 2

PREDICTED: similar to
Nucleoporin

Nup43 (p42)
PREDICTED: similar to
Tubulin

alpha-1 chain

alpha-glucosidase
thioredoxin reductase

PREDICTED: similar to
Ras-like GTP-binding
protein Rhol isoform 2
alpha-amylase

PREDICTED: similar to
CG6180-PA isoform 1,

Apis
mellifera/nutridora

Apis
mellifera/nutridora

Apis
mellifera/nutridora

Apis
mellifera/nutridora

Apis
mellifera/campeira

Apis
mellifera/campeira
Apis mellifera
ligustica/campeira
Apis
mellifera/campeira

Apis mellifera
mellifera/campeira
Apis
mellifera/campeira

12.5

11.5

9.5

9.5

575.6

367.1

44.5

25.1

19.9

19.9

Modificac¢des pos-traducionais, reciclagem
de proteinas, chaperonas

Mecanismos de transduc¢ao de sinal

Mecanismos de transducdo de sinal

Estrutura nuclear

Citoesqueleto

Metabolismo e transporte de carboidratos
Modificac¢des pos-traducionais, reciclagem
de proteinas, chaperonas

Predicao de fungdo geral

Metabolismo e transporte de carboidratos

Predicdo de funcao geral
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ABHS88169.1

XP_393296.2

XP_392280.2

XP 001123234
A

KOG3346:Phosphatidylet
hanolamine binding
protein

chemosensory protein 1

PREDICTED: similar to
Serine/threonine-protein
phosphatase PP1-beta
catalytic subunit
PREDICTED: similar to
mitochondrial acyl carrier
protein 1 CG9160-PB,
isoform B isoform 1
PREDICTED: similar to
Catalase, partial

Apis mellifera 12.2
Apis 12.2

mellifera/campeira

Apis 10.9
mellifera/campeira

Apis 9.6
mellifera/campeira

Nao pareamento por homologia de
seqiiéncia

Mecanismos de transduc¢ao de sinal,
predicao de funcao geral

Producdo e conversdo de energia;
metabolismo e transporte de lipideos;
transporte, catabolismo e bisintese de
metabolitos secundarios
Metabolismo e transporte de ions
inorganicos
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A maior parte das proteinas da operaria nutridora, tanto mencionadas acima como as
representadas na Tabela 3, sdo relacionadas ao processo de sintese protéica e de
proliferagdo e diferenciacdo celular, evidenciando uma vez mais a alta atividade de
sintese de proteinas e de desenvolvimento de estruturas cerebrais nesta operaria.

Quando comparamos a fragdo de proteinas envolvidas na produgdo e conversdo de
energia, as campeiras experientes mostraram uma marcada diferenca neste conjunto de
proteinas (17%) em relagdo a operaria nutridora (0,6%) (Figura 15). A grande fragdo de
proteinas dentro desta categoria pode estar relacionada ao aumento das necessidades
energéticas associadas a maior atividade cerebral durante processos de aprendizagem e
de memorizacao que sdo acionados mediante forrageamento.

Exemplos de proteinas mais expressas nesta categoria ou apenas expressas no
cérebro da operaria campeira foram: alfa-glucosidase, glicose oxidase, alfa-amilase,
glicerol-3-fosfato desidrogenase, uma glicose desidrogenase putativa e citocromo C.
Genes de varias destas enzimas metabolicas foram identificados na cabeca de abelhas
experientes quando comparadas com as mais jovens utilizando DNA micro-arrays e

[37]

Northern blottings Alfa-glucosidase, glicose oxidase e alfa-amilase foram

encontradas seletivamente expressas na glandula hipofaringea da operaria campeira
[135,111]

Foi detectada expressdao mais alta de PREDICTED: similar to Guanine nucleotide-
binding protein gamma-e subunit precursor (Ggamma(e)), (XP_001120307.1) em
relacdo ao cérebro de nutridora. De acordo com GO, esta subunidade esta implicada na
transducdo de sinal visual do olho e é um elemento dos rabddmeros, participando no
processo de fototransducdo. Sabe-se que campeiras sdo capazes de discriminar entre
cores de flores na busca de alimentacdo e precisam de um sistema visual bem
desenvolvido para isso.

A proteina PREDICTED: similar to Serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta
catalytic subunit (XP_393296.2) foi identificada somente no cérebro de campeiras. De
acordo com GO, por homologia, a PP1 participa na regulagdo do metabolismo de
glicogénio e estd envolvida na regulacdo da condutincia idnica e na plasticidade
sindptica de longo prazo.

Outros exemplos de proteinas expressas seletivamente no cérebro de campeira com
alta contagem espectral sdo mostrados na Tabela 3.

A proteina PREDICTED: similar to Carbonic anhydrase 1 CG7820-PA

(XP_392359.1) foi mais abundante na operaria campeira, mas ndo exibiu mudancas
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quantitativas estatisticamente significativas quando o teste G foi aplicado. Um trabalho
anterior mostrou elevada expressdo de um gene da anidrase carbdnica (similar to CAH1)
(1361 "3 qual desempenha importante papel na plasticidade sinaptica e cogni¢do em
mamiferos, incluindo a aprendizagem e a memoria espacial ",

A presente abordagem de MudPIT foi capaz de identificar amplamente uma grande
gama de proteinas. Outras proteinas importantes, como a proteina quinase dependente

[32] eo

de GMPc, que ¢ considerada como implicada na regulacao de forrageamento
transportador de manganés, também tido como relacionado a divisao de trabalho em
abelhas'**! | ndo foram identificadas neste trabalho. A expressdo de ambos mRNAs no
cérebro de abelhas campeiras foi associada com o comportamento forrageador. No
primeiro trabalho, os autores demonstraram que Amfor (o gene para o forrageamento de
A. mellifera, que codifica para uma guanosina 3 ', 5'-monofosfato proteina quinase
dependente de GMPc- (PKG ), ¢ altamente expresso na lamina dos lobos Opticos e nos
corpos cogumelares do cérebro das campeiras, e, além disso, confirmaram que o cérebro
de campeiras tinha niveis d¢ mRNA de Amfor significativamente maiores do que as
abelhas nutridoras. Esta diferenca entre niveis de mRNAs e proteinas ndo ¢
surpreendente, ja que ha varios trabalhos que mostram que essa correlagdo nao ¢ direta
(4647481 Ta] fato reforca a necessidade de se utilizar analise protedmica quando se deseja
determinar concentracdes relativas de produtos gé€nicos finais — as proteinas.

Por ultimo, proteinas envolvidas no transporte e metabolismo de aminoacidos;
transporte e metabolismo de carboidratos e transporte e metabolismo de ions
inorganicos foram também mais expressas no cérebro de campeiras, o que demonstra a

alta atividade metabolica no cérebro desta operaria.

4.6 Expressao diferencial de proteinas neurais especificas no céerebro
das abelhas nutridoras e campeiras

Foram encontradas varias proteinas neurais especificas diferencialmente expressas
entre o cérebro de nutridoras e de campeiras.

Um exemplo de proteina neural muito expressa no cérebro de nutridora foi
PREDICTED: similar to synaptojanin CG6562-PB, isoform B, a qual foi implicada na
regulagdo da estrutura e atividade da sinapse de acordo com GO.

A nutridora também apresentou maior expressdo no cérebro de: similar to failed

axon connections CG4609-PC, isoform C isoform 1(fax), que coincide com estudos
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transcriptomicos anteriores em A. mellifera '®.  Esta proteina esta envolvida na
axogénese.

Outra proteina neural é: PREDICTED: similar to Contactin CG1084-PA, que foi
praticamente expressa somente no cérebro de nutridora, esta envolvida na adesdo celular
e ¢ diferencialmente expresso em varios tecidos neuronais durante o desenvolvimento.

PREDICTED: similar to wrapper CG10382-PA também foi especifica na operaria
nutridora e participa na axogé€nese e gliogénese.

As proteinas descritas acima foram mais abundantes no cérebro de nutridoras e
todas elas estdo relacionadas com a génese e a evolucdo da estrutura do cérebro, o que
evidencia novamente mudancas nas estruturas cerebrais da operaria nutridora.

No entanto, em campeiras foram mais abundantes proteinas relacionadas a sinapse.
Um exemplo de proteina neural especifica muito abundante na operaria campeira foi:
PREDICTED: similar to Calcineurin, subunit B isoform 2 (Protein phosphatase 2B
regulatory subunit). A calcineurina ¢ uma proteina ligante de célcio e calmodulina,
provavelmente envolvida na secrecdo de neurotransmissores e transporte mediado por
vesiculas.

Outra proteina de vesicula sindptica abundantemente encontrada no cérebro de
campeira foi PREDICTED: similar to synaptotagmin CG3139-PA, isoform A isoform 1.
Synaptotagmin é o principal sensor de Ca*" da vesicula sinaptica na exocitoses ['*%),

O cérebro de campeiras mostrou também aumento da expressdo de Similar to
Neurocalcin homolog (DrosNCa). Segundo o GO, esta proteina inibe a fosforilagao da
rodopsina e t€m alto nivel de expressao nas regides corticais do cérebro central.

Outra proteina de sinapse, PREDICTED: similar to Synapse-associated protein
47kD CG8884-P, isoform A, foi mais expressa no cérebro de campeira.

Os neurdnios liberam neurotransmissores por exocitose dependente de calcio das
vesiculas sinapticas. De acordo com os resultados acima, a alta expressdo de proteinas
sinapticas poderia estar relacionada a elevada atividade sinaptica no cérebro das abelhas
campeiras como conseqiiéncia, por exemplo, da aprendizagem e da memorizagao, e das

capacidades de navegacdo e comunicagao dos individuos desta operaria.
4.7 Comparacdo das metodologias 2-DE e MudPIT

A comparagdo entre os resultados obtidos por 2-DE e MudPIT (Tabela 4) revelou

que nove proteinas coincidiram como diferencialmente expressas por ambas as
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metodologias, que usam principios analiticos e testes estatisticos diferentes para avaliar

tais alteracdes quantitativas. Essas nove proteinas representam mais que 50 % das

proteinas que resultaram diferencialmente expressas por 2-DE.

Tabela 4. Proteinas que coincidiram em ser diferencialmente expressas por ambas as metodologias 2-DE

e MudPIT.
Fator de

cambio:
2-DE/

Spectral
Count

normalizado

9.2/1.7
3.0/3.0
4/14.2

2.3

10.8/32.6

2.5/23

3.1/6.4

3.9/4.7

2.0/1.6

Proteina identificada  Organismo/Proteina ID SCN-N/SCN-C*

Proteinas mais expressas no cérebro de nutridoras

Major royal jelly Apis 211.5/124.9

protein 1 mellifera/gi|58585098

PREDICTED: similar Apis mellifera/ 55.5/18.6

to antdh CG1386-PA 2i/66548280

Major royal jelly Apis mellifera/ 25.5/1.8

protein 7 gi|62198227

Major royal jelly Apis mellifera/ 108.5/47.1

protein 2 gi|58585108

Proteinas mais expressas no cérebro de campeiras

Alpha-glucosidase Apis mellifera/ 374.9/11.5
2i|58585164

Similar to Protein Apis mellifera/ 67.9/29.5

lethal(2)essential for gi|110750762

life (Protein Ef121)

Similar to Apis mellifera/ 175.4/27.5

Sarcoplasmic gi|48140312

calcium-binding

protein 2 CG14904-

PA

Transferrin Apis mellifera/ 44.5/9.5
2i|58585086

PREDICTED: similar Apis mellifera/ 74.3/46.5

to Glutamine gil48141383

synthetase 2
CG1743-PC, isoform
C

*: SCN-N: Contagem espectral normalizada para nutridoras, SCN-C: Contagem espectral normalizada

para campeiras. *: Proteinas que resultaram estagio-especificas por 2-DE
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Por ambas as metodologias, foram obtidos resultados semelhantes quanto ao fator de
cambio na expressdo diferencial das proteinas. Certas diferencas pequenas entre fatores
de cambio foram devidas provavelmente a analise por 2-DE, que s6 levou em conta um
dos spots quando isoformas por modificagdes pods-traducionais estiveram presentes. Ja
no caso de MudPIT, todas as isoformas sdo conjuntamente consideradas. Portanto, ha
uma vantagem de 2-DE para analise de isoformas. Um exemplo foi a alfa-glucosidase.
Uma exce¢do, a MRJP1, mostrou maior diferencga entre fatores de cambios. Baseado no
resultado de 2-DE, esta proteina ¢ uma das mais abundantes nesta amostra. Uma
limitagdo do método Spectral Count é que a resposta ao aumento da quantidade protéica
¢ saturavel. O Spectral Count para cada proteina mostram um efeito de saturagdo acima
de 30 espectros por proteina para uma corrida de HPLC %), Portanto pode ser que este
método ndo permita uma verdadeira quantificacdo para as proteinas mais abundantes.

O restante das proteinas que exibiram alteragcdes quantitativas significativas por 2-
DE mostraram-se diferencialmente expressas pela analise MudPIT, mas ndo
significativo pelo teste G.

Convém notar que ambas as metodologias coincidiram também no fato de
identificarem como proteinas mais abundantes no cérebro das nutridoras aquelas
relacionadas aos processos de sintese de proteinas. Contudo, no cérebro de campeiras
foram mais abundantes proteinas envolvidas em outros processos metabolicos,
principalmente de metabolismo energético.

A coincidéncia da expressao diferencial dos genes de algumas destas proteinas no
nivel transcriptomico relatado em trabalhos anteriores foi discutido previamente nesta
tese (item 4.3). Em tal caso, por exemplo, esta o gene da alfa-glucosidase e a proteina
letal (2) essencial para a vida (proteina Efl21) que foram achados mais expressos na
cabeca de abelhas campeiras. Assim como a presenca das proteinas da geléia real MRJP

1, 2 € 7 no cérebro destas abelhas.

4.8 Andlises protedmica e fosfoprotedmica preliminares em Melipona
quadrifasciata

Até esta data, na bibliografia consultada, ndo existem estudos prévios em nivel
molecular ¢ menos ainda sobre analises de proteinas relacionadas ao processo de

aprendizagem por condicionamento operante usando abelhas como modelo biologico.
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No presente trabalho, os mapas de proteinas cerebrais de abelhas treinadas por
condicionamento operante e abelhas controle foram realizados primeiramente em faixa
de pH 3-10 (Figura 16). O perfil 2-DE demonstrou relativamente poucas diferencas
entre as amostras comparadas. Pela inspe¢do visual s6 um ou dois Spot mostraram
diferencas na faixa acida (sinalizado em um quadrado). Por este motivo, tiras de IPG 4-
7 foram empregadas para uma analise com maior resolugdo (Figura 17). Analise mais
critica foi realizada baseada no programa especifico de analise de imagens com o teste

estatistico e s6 um spot resultou ser diferencialmente expresso, sinalizado com seta na

Figura 17.
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Figura 16 Perfil 2-DE de proteinas cerebrais da abelha Melipona quadrifasciata A: Abelha treinada por

condicionamento operante, B: Controle.
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Figura 17. Perfil 2-DE de proteinas cerebrais da abelha Melipona quadrifasciata usando IPGs de faixa acida
de pH 4-7. A: Abelha treinada por condicionamento operante, B: Controle. Seta indica a proteina que foi

significativamente mais expressa na abelha treinada por condicionamente operante.

Uma explicagdo para a pequena diferencga protedmica entre os dois grupos pode ser
devido ao tempo de aprendizagem relativamente pequeno (8 h). Nesse curto tempo,
talvez ainda n3o ocorra a sintese de novas proteinas relacionadas ao processo de
aprendizagem. Outra possibilidade pode ser dada pelas limitagdes da metodologia
empregada; por exemplo, quanto a sensibilidade da detec¢do das proteinas que se
expressam em numero baixo de copias por célula, como € o caso de proteinas como as
regulatorias. O fato poderia estar relacionado também com que esta Unica proteina
diferencialmente expressa seja a primeira peca desencadeante de uma cascata de reagdes
neste processo de aprendizagem.

A identificagdo do spot que mostrou mudangas significativas na expressao revelou a
proteina arginina quinase. A Figura 18 mostra o resultado da identificacdo da proteina

por busca no banco de dados o a partir do espectro MS.
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MATRIX
lscinces Mascot Search Results
User : liudy
Email : liudydunb . hr
Search title
Database i SwissProt 56.5 (402482 seyquences; 145232059 residues)
T axonomy : Dther Metazoa {6107 seguences)
Time =t amp : 3 Dec 2008 at 19:20:02 GMT
Top Score : 39 for KARG APITME, Arginine kinase 0S=Apis mellifera GH=ARGK PE=2 =V=1

Probability Based Mowse Score

Protein score is - 10%Log(F), where P is the probability that the observed match 15 a random event.
Protein scores greater than 50 are sigrificant (p<0.05).

Number of Hits

Prokability Based Mowse Score

Figura 18. Resultado da identificagdo pela estratégia PMF usando o programa Mascot. A partir de um
espectro de massas a busca resulta numa lista de proteinas candidatas contendo variadas informagdes

incluido um valor numérico que determina se a identificacdo é confiavel ou ndo (Mowse score).

Para confirmar a identificacdo desta proteina, um dos picos mais intensos a partir
do espectro MS foi selecionado para ser fragmentado e analisado por MS/MS. Este pico
representava um peptideo de massa 1731.9.

Esta andlise se realiza sem a intervengao do pesquisador e de forma automatica. A
Figura 19 apresenta o resultado da busca pelo programa Mascot que revelou a mesma
proteina, mas usando uma estratégia de identificacdo diferente como ¢ o caso de PFF

(do inglés Peptide Fragment Fingerprinting) pelo que se considera uma identificagédo

muito confiavel.
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Figura 19. Resultado da identificagdo pela estratégia PFF usando o programa Mascot. A partir de um
espectro dos fragmentos do peptideo. Em seguida temos os fragmentos experimentais do espectro que

parearam com os teoricos reportados no banco de dados (vermelho).

Estudos anteriores demonstraram que o mRNA da arginina quinase ¢ relativamente
abundante no sistema nervoso central e na antena da abelha A. Mellifera, e que a

expressdo ¢ de duas a trés vezes maior nos olhos compostos, sugerindo que a arginina
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quinase ¢ um importante componente do mecanismo de liberagdo de energia no sistema
visual que tem alta demanda de energia !"*!!. Talvez esta proteina desencadeie algum
mecanismo relacionado com o tipo de aprendizagem por condicionamento operante nas
abelhas, e seria de grande interesse o estudo da interagdo desta proteina com outras para
complementar o presente resultado.

Metodologias mais sensiveis que 2-DE, tal como MudPIT, poderiam também ser
empregadas para detectar maiores diferencas na expressdo de proteinas entre abelhas
treinadas e ndo treinadas, no caso de existirem, assim como para complementar e
confirmar este estudo.

Partindo da hipdtese que a aprendizagem poderia ser causada por modificagcdes pos-
traducionais, particularmente fosforilagdes, ja que as fosfoproteinas estdo envolvidas em
todos os processos biologicos e especificamente na regulacdo, se realizaram estudos
comparativos do perfil fosfoprotéico entre as duas amostras (Figura 20). A deteccdo
com ProQ-Diamond ¢ especifica para fosfoproteinas e permite detecta-las com maior
sensibilidade.

Anadlises preliminares visuais dos mapas fosfoprotedmicos revelaram também
poucas diferencas entre as amostras. Analises computacionais realizada para determinar
diferencas significativas na concentracdo de fosfoproteinas entre os dois grupos
revelaram que 5 spots resultaram em mudangas significativas, mas ndo foi possivel a
identificacdo porque ndo eram visualmente acessiveis pela coloragdo com prata.

Outros experimentos complementares serdo necessarios para confirmar a existéncia
de proteinas diferencialmente expressas, tanto de proteinas totais como fosforiladas,
assim como a identificagdo por espectrometria de massas daquelas que apresentarem

diferengas significativas.
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Figura 20. Perfil 2-DE de fosfoproteinas cerebrais da abelha Melipona quadrifasciata usando IPGs de

faixa de pH 4-7. A: Abelha treinada por condicionamento operante, B: Controle.
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5 Conclusoes

Existem diferengas no proteoma de cérebro entre operarias de abelhas da espécie
Apis mellifera nutridora e campeira com distintos papéis sociais. Todas as proteinas que
mostraram diferengas significativas de expressdo foram identificadas e relacionadas
com as putativas fun¢des associadas a papéis sociais de cada operaria. Esses resultados
sd0 complementares a dados anteriores em nivel gendmico e transcriptomico. No
entanto, deve ser realizada uma investigagdo mais aprofundada para se alcangar um
cendrio onde as reais func¢des de tais proteinas no cérebro possam ser relacionadas com
maior precisdo aos comportamentos sociais. Estudos nos niveis de gendmica e
transcriptOmica, associados a analise protedmica mais profunda sdo necessarios para
melhor entender os mecanismos de diferenciacdo ontogenética e comportamental na

abelha A. mellifera.

Experimentos de imunolocalizagdo mostraram a presenga da proteina MRJP1 em
trés regides do cérebro - lobo antenal, lobo dptico e corpos cogumelares - assim como a
sua localizagdo no citoplasma, sobre estruturas filamentosas, possivelmente
citoesqueleto. Encontrou-se MRJP1 também como proteina secretada nos corpos

cogumelares.

Os resultados obtidos por MudPIT ¢ “Spectral Count” para amostras de cérebro das
operarias nutridora e campeira mostraram varias diferengas quantitativas para algumas
proteinas dentre as 2.742 proteinas identificadas. Algumas dessas proteinas seletiva ou
diferencialmente expressas foram proteinas neurais especificas.

A comparagdo entre as duas metodologias 2-DE ¢ MudPIT confirmou a expressao
diferencial de nove proteinas que coincidiram por ambas as metodologias. Proteinas que
se expressam em baixo nimero de copias por célula e proteinas de membranas, que sdo
dificeis de detectar por 2-DE, foram identificadas por MudPIT. Contudo isoformas de
proteinas s6 foram separadas e detectadas por 2-DE. As duas metodologias mostraram
que na operaria nutridora s3o mais abundantes proteinas relacionadas com a sintese
protéica, e, na operaria campeira, proteinas relacionadas com a conversdo e produgdo de
energia. Fica evidente o desenvolvimento e diferenciagdo de estruturas cerebrais no caso

de nutridoras e o alto requerimento energético em campeiras.



Conclusoes

Obtiveram-se mapas protéicos por 2-DE de um extrato de proteinas totais e de
fosfoproteinas da abelha Melipona quadrifasciata para o estudo de proteinas
diferencialmente expressas entre abelhas treinadas por condicionamento operante e
abelhas controles. Identificou-se uma isoforma de arginina quinase como mais expressa

no cérebro das abelhas treinadas por condicionamento operante.
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6 Perspectivas

e (aracterizar proteinas que resultaram como diferencialmente expressas entre as
operarias campeira e nutridora de A. mellifera e estudar o interatoma das mesmas.

e Realizar analise protedmica comparativa usando metodologia complementar e
mais sensivel, como MudPIT, para as amostras de abelhas treinadas e ndo
treinadas de Melipona quadrifasciata.

e Caracterizar a proteina arginina quinase e estudar a possivel fun¢do no processo de
aprendizagem por condicionamento operante.

e Utilizar técnicas complementares como RNAi para determinar a possivel fungdo
das proteinas alvos.

e Levar estes estudos a animais evolutivamente superiores para determinar

convergéncias e divergéncias com os presentes resultados.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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