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RESUMO

A diferenciacdo morfofisiolégica observada entre as fémeas Apis mellifera é
decorrente dos diferentes regimes alimentares experimentados durante o periodo
larval. Os diferenciais dietarios desencadeiam complexas cascatas de reacfes
enddcrinas, conduzindo ao estabelecimento de diferentes redes de expresséo
génica. O resultado € a diferenciacdo de castas, rainhas e operarias, a partir de
gendtipos aparentemente idénticos. O tamanho do cérebro em relacdo ao do
corpo representa uma das principais diferencas fenotipicas entre rainhas e
operarias. Operarias adultas apresentam o cérebro proporcionalmente mais
desenvolvido em relagdo as rainhas. Entretanto, o inverso € observado durante o
desenvolvimento larval, periodo no qual as rainhas apresentam cérebros maiores,
provavelmente, em resposta ao diferencial nutricional. Assim, nosso objetivo foi
identificar mediadores moleculares que respondem ao diferencial alimentar,
conduzindo ao maior desenvolvimento do cérebro em rainhas durante o periodo
larval. Para tanto, foram dissecados cérebros de larvas de rainhas e operérias. O
RNA total dos cérebros foi utilizado para a sintese de cDNA, a partir do qual foi
sintetizado aRNA marcado com fluoroforos diferenciados. Este foi hibridado em
laminas de microarray de oligonucleotideos correspondentes a todos os genes
conhecidos do genoma de A. mellifera. Apds a obtencdo e quantificacdo das
imagens de hibridacdo, os transcritos diferencialmente representados (TDR)
foram selecionados através de normalizacédo e andlises estatisticas sendo, entéo,
analisados in silico. As analises mostraram 16 TDRs entre o cérebro das castas,
sendo que 12 sdo mais abundantes em rainhas e quatro, em operéarias. Os
produtos dos transcritos mais representados nas primeiras estdo relacionados a
proliferacéo, fasciculacdo e conexdo neural. Em operarias, os produtos dos genes
mais transcritos atuam, principalmente, no desenvolvimento de células dos olhos
e de neurdnios GABAérgicos. PCRq do gene GICAT-P (um TDR) mostrou que
seus niveis de transcricdo sdo maiores em cérebro de rainhas durante todo o
periodo de desenvolvimento larval estudado (L3-L5), corroborando, assim, os
dados dos microarrays. Os produtos codificados pelos TDR encontrados neste
trabalho, atuando juntos, podem ser responsaveis por mediar a a¢ao nutricional

sobre a morfogénese do cérebro em castas A. mellifera.



Palavras-chave: Neurogénese. Expressdo génica. Alimentagdo diferencial.
Abelhas.



ABSTRACT

The morphophysiological differentiation observed among Apis mellifera females is
due to the different diets experienced during the larval period, which trigger
complex cascades of endocrine reactions, leading to the establishment of different
gene expression networks, thus giving rise to two very different morphs, queens
and workers, from seemingly identical genotypes. The brain area/body size
ratio represents a major phenotypic difference between queens and workers. Adult
workers have proportionally more developed brains than queens. However, the
opposite is observed during the larval period, in which queens have larger brains,
probably in response to differential nutrition. Thus, our objective was to identify
molecular mediators responding to the larval differential feeding, leading to the
more developed brain of queens. Larval brains were dissected, and their total
RNAs were used for cDNA synthesis, from which was synthesized aRNA marked
with different fluorophores. These labeled RNAs were hybridized to oligonucleotide
microarray slides corresponding to all known genes of the A. mellifera genome.
After obtaining images and quantification of hybridization, the differentially
represented transcripts (DRT) were selected through normalization and statistical
analyzes, and studied in silico. There were found 16 DRT in the brain of A.
mellifera queens and workers at L4, 12 up-regulated in queens and 4 in workers.
Considering predicted functions, or demonstrated in other biological systems, the
up-regulated transcript products in queens are associated with cell proliferation,
fasciculation and interneuronal connections processes. In workers, the over-
represented gene products act mainly on the eye cells and GABAergic neurons
development, thus allowing adult activities like navigation, foraging, and nestmate
recognition. gPCR of the gene GIcAT-P (a DRT) showed that its transcription
levels are higher in queens’ brain during the whole larval period (L3-L5), thus
confirming microarray results. The products encoded by the DRTs found in this
work, acting together, may be responsible for mediating the nutritional influence on
brain morphogenesis in A. mellifera castes.

Keywords: Neurogenesis. Gene expression. Differential feeding. Honeybees.



“% s &iﬂ/fma/eo/axg/o/wafc o
mel, aquele que e afacta da
calmeia por medo das picadas
das abelhas.’

W. Shakespoase



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Modelo geral da diferenciacdo de castas em Apis mellifera ..................... 22

Figura 2 - Desenho esquematico dos trés principais compartimentos do cérebro
de A. mellifera. Fonte: SCHEINER, R.; BAUMANN, A.; BLENAU, W.,

2006, . et et e e e e e e e e e eea e aaae 25
Figura 3 - Cérebro de operaria e rainha A. mellifera durante o quinto estagio do

desenvolvVIMENtO [Arval. ... 26
Figura 4 - FIUX0 eXPerimental............ccoiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e eeanes 30
Figura 5 - Procedimento adotado para a obtencdo das larvas..............ccccoeeeeeeeennnnns 32

Figura 6 - Gréficos plotados a partir da analise da hibridacdo de laminas de
microarrays contendo sequéncias representativas de todo o genoma de

A. mellifera com amostras do cérebro de rainhas e operarias em L4......... 42
Figura 7 - Organizacéo do gene GB11706 de A. mellifera...........ccccuvvviiiniiiiennnnnnnnne 44
Figura 8 - Organizacao da proteina correspondente ao GB11706.................ccccccc.... 44
Figura 9 - Organizacdo do gene GB12021 de A. mellifera...........cccuvvvvivieiiiiinnnnnnnnne 45
Figura 10 - Organizacao da proteina correspondente ao GB12021.......................... 45
Figura 11 - Organizacdo do gene GB12545 de A. mellifera..........ccccuvvvviieiiinnnnnnnnnne 45
Figura 12 - Organizacao da proteina correspondente ao GB12545..................c....... 46
Figura 13 - Organizacdo do gene GB12545 de A. mellifera..........ccccuvvvvimieiinnnnnnnnnne 46
Figura 14 - Organizacao da proteina correspondente ao GB12549.......................... 46
Figura 15 - Organizacdo do gene GB12549 de A. mellifera...........cccuvvvvmmiiiennnnnnnnnne 47
Figura 16 - Organizacao da proteina correspondente ao GB15759...............cccceees 47
Figura 17 - Organizacdo do gene GB18982 de A. mellifera..........cccuuvvvvviviiieninnnnnnne 48
Figura 18 - Organizacao da proteina correspondente ao GB18982.............ccccuvvveeeee 48
Figura 19 - Organizacdo do gene GB18914 de A. mellifera..........ccccuvvvrvmviiinnnnnnnnnne 48
Figura 20 - Organizacao da proteina correspondente ao GB18914.............cccvvvvenee 49

Figura 21 - Organizacao da proteina correspondente ao GB18914.............ccccvvvvneee 49



Figura 22 - Organizacao do gene GB19686 de A. mellifera...........ccccvvvveiiiiieennnnnnns 49

Figura 23 - Organizacao do gene GB19966 de A. mellifera...........ccccevvveiiiiiienennnnns 50
Figura 24 - Organizacao da proteina correspondente ao GB19966.............c............ 50
Figura 25 - Organizacao do gene GB10931 de A. mellifera...........ccevvvvieiiiiiienennnnns 51
Figura 26 - Organizacédo da proteina correspondente ao GB10931...........cccceeernnee 52
Figura 27 - Organizacao do gene GB11875 de A. mellifera...........cccovvvveeiiiiieenennnnns 52
Figura 28 - Organizacao do gene GB16661 de A. mellifera...........ccccvvvveiiiiieeeennnnns 53
Figura 29 - Organizacao da proteina correspondente ao GB16661.......................... 53

Figura 30 - Grafico representando os valores obtidos por PCRg em Tempo Real....54



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Caracteristicas utilizadas para classificar o desenvolvimento larval (L) e
pupal (P) de operarias de abelhas Apis mellifera africanizadas
(Michelette @ S0ares 1993) ......uuuuiiiiiieiieeiiiiir e e 33

Tabela 2 - Caracteristicas utilizadas para classificar o desenvolvimento larval (L) e
pupal (P) de rainhas de abelhas europeias, Apis mellifera carnica
(modificado de Rembold et al., 1980)..........cuceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e, 34

Tabela 3 - Primers desenhados para a amplificacdo dos TDRs de interesse............ 39

Tabela 4 - Caracteristicas de genes mais transcritos no cérebro de rainhas em
relagdo ao de operarias A. mellifera no quarto estagio larval................. 43

Tabela 5 - Caracteristicas de genes mais transcritos no cérebro de operarias em
relacdo ao de rainhas A. mellifera no quarto estagio larval. ................... 50



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ottt ettt et sttt e et e e eaeans 16
1.1 AMDIENIE € NEUIOGENESE ... .. i eeeeeeeeeiee et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e 16
1.2 Invertebrados como modelos de estudo da neurogénese .............ccccevevvvvnnnnn. 19
1.3 Biologia das abelhas Apis mellifera .............ccccooiiiiiiiiiiiie 20
1.4 Diferenciagdo de castas A. mellifera............cccocooiiiiiiiiiiiiiiie 21
1.5 O sistema nervoso e a neurogénese de A. mellifera ...........cccccuviiiiiiiiiiinnnnnne 23

1.6 Quais séo os genes que ligam alimentacdao ao desenvolvimento diferencial

do cérebro de larvas em castas de A. mellifera?..........ccccccoiiiiiiiieeeen 27
2 OBUIETIVOS ...ttt e et b e e e e ea e e e eeaa e aeees 29
2.1 ODJELIVO GEIaAL.....ccceeeeeeeeeeee e 29
2.2 ODbjetiVOS €SPECITICOS ...ceiiieiiiiiiiiiiieie e 29
3 MATERIAL E METODOS ...ttt 30
TNt R VY= To T o 1= - | PSS 30
3.2 Obtencdo de abelhas € CErebroS..........oooeeiiiiiiiiiiiiiie e 31
3.3  Obtencdo de RNA LOtal ......ccoeeeiiieeeee e 35
3.4 Hibridagdo das Ilaminas de MIiCroarray ..........ccccoeeeeeeeeee e 35
3.5 BIOINTOMMALICA ... 37

3.6 Determinacdo dos perfis de transcricdo de GICcAT-P mediante PCR

quantitativa em tempo real ... 38
4 RESULTADOS ...t e e e e e e e e e e e e eanaeeeaas 41
4.1 Transcritos diferencialmente representados entre o cérebro de rainhas e

OPETANias AUIANTE LA ... e e e e e e e e 41
4.1.1 Transcritos super-representados em cérebro de rainhas...........ccccccccevvveeeen. 43

4.1.2 Transcritos super-representados em cérebro de operarias..........cccccceeeveeeenn. 50



4.1.3 Transcritos diferencialmente representados sem numero de acesso em
DASES A€ HAUOS ... 53

4.2  Perfil de transcricdo de GICAT-P em cérebro de rainhas e operéarias durante

0 desSeNVOIVIMENTO JArVaAL............iiiiii i e 53
5 DISCUSSAOD ...ttt sttt sttt ne e 55
5.1 Sobre os transcritos mais representados no cérebro de rainhas em L4......... 55

5.2 Sobre GICAT-P e sua transcricdo diferencial em cérebro de rainhas e
operarias durante o desenvolvimento larval.............ccccceeee i, 63

5.3  Sobre os transcritos mais representados no cérebro de operéarias em L4...... 65

5.4 Sobre os transcritos diferencialmente representados sem numero de

ACESSO M DASES U AU DS e iniiie ettt ettt e e et e e e e e e e e e e e e eneenreneen 70
6 CONCLUSAOD oo ettt ettt 72
REFERENCIAS ..o e ettt e e e e, 73

ANEXOS ..o 92



16

1 INTRODUCAO

1.1 Ambiente e neurogénese

Por muito tempo pensou-se que a perda de neurbnios em cérebros de
mamiferos adultos era irreversivel, partindo-se da hipotese de que tecidos
nervosos adultos ndo proliferam. Trabalhos publicados durante a ultima década
demonstraram, porém, que os cérebros de camundongos, macacos e, inclusive,
do homem, possuem células proliferativas que migram, se diferenciam, estendem
axbnios e expressam proteinas marcadoras de células nervosas (ERIKSSON et
al.,, 1998; GAGE, 2000). Genes associados a neurogénese adulta foram
identificados mediante abordagens genbmicas em varios vertebrados,
particularmente em camundongos e ratos (GETCHELL et al., 2005;
KEMPERMANN et al., 2006; LOUA et al., 2008; WU et al., 2009).

A dominancia social, os ambientes favoraveis e a restricdo de dieta sdo
estimulos externos que induzem as células tronco nervosas do cérebro de
camundongos adultos, e até mesmo de alguns insetos, como o grilo, a produzirem
novas células nervosas (WU et al., 2009; CAYRE et al., 2007). Este fenbmeno
parece ser mediado, em alguns casos, pela producdo de neurotrofinas, e, em
outros, pelo aumento da sobrevivéncia celular (LEE et al., 2002; NILSSON et al.,
1999; LEE et al., 2002; KOZOROVITSKIY; GOULD, 2004). O exercicio voluntario,
todavia, induz o aumento da proliferacdo e da diferenciacdo das células e, ainda,
0 aumento da sobrevivéncia, resultando em neta neurogénese (VAN PRAAG et
al., 1999; LOUA et al., 2008).

Estudos tém demonstrando a influéncia da dieta sobre o processo de
neurogénese em adultos do ponto de vista molecular. Pesquisas sugerem
fortemente que dietas com alto teor de gordura apresentam um papel importante
no desenvolvimento de desordens neurodegenerativas. Mateos et al. (2005)
identificaram 37 genes diferencialmente transcritos entre o cérebro de
camundongos tratados com dieta com alto teor de gordura em relacdo a
camundongos controles. Destes, genes codificadores de moléculas relacionadas
a doenca de Alzheimer foram regulados positivamente no grupo tratado. O gene
para a proteina associada ao citoesqueleto, Arc, relacionada a plasticidade

sinaptica, foi regulado negativamente no mesmo grupo.
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Lee et al. (2010) estudaram a influéncia de dietas contendo alto teor de
gordura sobre a transcricdo génica no hipotdlamo de camundongos. Dentre os
transcritos diferencialmente representados, cinco sequéncias codificadoras de
moléculas relacionadas a sintese e liberacdo de dopamina, um critico
neurotransmissor relacionado a sensacdo de prazer, foram reguladas
positivamente no grupo tratamento em relacdo a animais que receberam dieta
controle. O desequilibrio nas concentracdes de diferentes neurotransmissores,
dentre eles a dopamina, em regides do cérebro relacionadas as atividades
emocionais, tem sido proposto com a base neuroldgica da doenca de Alzheimer
(LANARI et al., 2006).

A deficiéncia crénica de vitamina E também é apontada como um dos
fatores responsaveis por sindromes neuroldgicas caracteristicas, as quais podem
ser acompanhas por anormalidades eletrofisiolégicas da funcdo neural e visual
(HAYTON; MULLER, 2004). Hyland et al. (2005) encontram 45 genes
diferencialmente transcritos entre cortex cerebral de animais tratados com dieta
pobre em vitamina E em relagdo ao grupo controle. Dentre estes, genes
codificadoras de componentes proteicos da mielina e de determinantes da
propagacéao do sinal neural foram regulados negativamente no primeiro grupo.

A geleia real, substancia secretada pelas glandulas hipofaringeanas e
mandibulares de operarias adultas jovens (PIERRE, 1981), é conhecida por suas
atividades biologicas em varios tipos de células e tecidos de modelos animais.
Hashimoto et al. (2005) demonstraram que a administracdo oral de geleia real
regula positivamente a transcricdo do mRNA do fator neurotréfico derivado de
células gliais (GDNF), um potente fator neurotréfico do cérebro, e do
neurofilamento H, marcador especifico predominantemente encontrado em
axonios, no hipocampo de camundongos adultos.

Durante o desenvolvimento do cérebro, os nutrientes provenientes da dieta
também podem interferir no processo de neurogénese. Dietas deficientes ou
desbalanceadas em nutrientes essenciais durante estagios criticos do
desenvolvimento podem alterar o desenvolvimento normal do cérebro, além de
surtirem efeitos de longa duracéo e potencialmente irreversiveis na funcao neural,
independentemente da adocéao tardia de uma dieta adequada (DOBBING, 1971).
No inicio do desenvolvimento de humanos, a privagdo de comida por um longo

prazo pode aumentar as chances de se desenvolver diabetes e obesidade na vida
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adulta (RAVELLI et al.,, 1976; RAVELLI et al., 1998). Outros trabalhos
estabeleceram associacdes fortes entre dieta pobre em proteinas durante as
primeiras semanas de vida e alteracdes estruturais e comportamentais de ratos
(RUDY; CASTRO, 1990; FUKUDA et al., 2002).

A influéncia de hormdnios na neurogénese, especialmente esteroides, e do
acido sialico, também j& foi demonstrada (SCHLINGER et al., 2001; LONDON et
al., 2009; WANG, 2009). Além disso, ndo parecem existir duvidas sobre a
importancia de certos micronutrientes, pelo menos do &cido folico e do ferro, no
desenvolvimento do cérebro e da cognicdo em mamiferos (BENTON, 2010).

O acido docosahexaendico, um acido graxo essencial do tipo w-3,
encontra-se enriquecido nas membranas de células do cérebro, sendo essencial
para a funcdo cerebral e sintetizado em grandes quantidades durante a
neurogénese de mamiferos, principalmente durante o desenvolvimento fetal e
neonatal (INNIS, 2003; MARTINEZ, 1992). Uma vez que as células dos
mamiferos ndo apresentam enzimas que sintetizam acidos graxos do tipo w-3,
todo o &cido docosahexaendico do cérebro deve ser derivado do w-3 proveniente
da dieta. Bertrand et al. (2006) mostraram alteracbes no desenvolvimento do
cérebro de ratos que receberam uma dieta deficiente em w-3 (ver também INNIS,
2007). Trabalhos semelhantes realizados com aves mostraram resultados
equivalentes (ANDERSON et al., 1999).

O &cido 10-hidroxi-2-decendico (10-HDA), principal componente da fracdo
lipidica da geleia real, estimula a diferenciacdo de células tronco neurais em
neurdnios, um fenbmeno também observado usando butirato de sddio e &cido
valproico (HATTORI et al.,, 2007; YAO et al., 2010; YU et al., 2009). Em
mamiferos, o 10-HDA pode reativar a expressdao de genes silenciados
epigeneticamente (DOLINOY et al., 2007). Spannhoff et al. (2011) constataram
que o 10-HDA apresenta atividade inibitéria de histonas desacetilases. Tal
atividade nos leva a especular que o 10-HDA esteja envolvido na regulacao
epigenética do desenvolvimento diferencial de castas em A. mellifera,
particularmente do cérebro.

Apesar da realizagdo dos estudos anteriormente citados, pouco se conhece
sobre a influéncia da dieta sobre padrdes de transcricdo génica que conduzem a
alteracbes durante o desenvolvimento do cérebro. Um dos poucos trabalhos

publicados vinculados tangencialmente neste sentido refere-se aos efeitos toxicos
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da ingestdo de metil-mercario sobre a expressdo génica no desenvolvimento do
cérebro com consequéncias comportamentais (GLOVER et al., 2009). Varios
trabalhos mostram estes fenbmenos focalizando-se em um ou poucos genes,
como o0 caso da regulacdo positiva da transcricdo do receptor do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) em tecidos musculares e no figado e a
ndo alteracdo de sua expressdo em cérebros de aves (MATSUMURA et al.,
1996).

Disto, desprende-se que 0s processos envolvidos na influéncia nutricional
sob o desenvolvimento do cérebro, fundamentalmente em relacdo aos
mecanismos moleculares que medeiam este processo, sao ainda desconhecidos

e necessitam ser desvelados.

1.2 Invertebrados como modelos de estudo da neurogénese

O entendimento acerca do desenvolvimento do sistema nervoso e da
biologia das células-tronco neurais progrediu rapidamente na ultima década. Boa
parte deste progresso € proveniente de estudos com modelos de invertebrados
como, por exemplo, Drosophila melanogaster. Além disso, a conservagao de
aspectos cruciais da genética do desenvolvimento neural entre as espécies tem
despertado a atencao especial dos pesquisadores. Achados recentes enfatizaram
a alta homologia entre regides do prosencéfalo de espécies bastante distintas,
como anelideos e humanos. Tomer et al. (2010) mostraram que 0S COrpos
cogumelares do anelideo Platynereis dumerili compartilham um fingerprint
molecular com o cortex de mamiferos em desenvolvimento.

Até recentemente, a ideia principal era de que as células-tronco neurais de
Drosophila eram muito diferentes daquelas encontradas no neuroepitélio do
sistema nervoso central de vertebrados, incluindo o cortex cerebral. Entretanto,
foram identificadas similaridades entre a composicdo e a organizacdo do
neuroepitélio do lobo éptico de Drosophila e o do cortex cerebral de mamiferos.
Além destas, semelhancas também s&o notadas entre o padréo de divisédo e as
linhagens de diferenciacdo de células tronco neurais de insetos e mamiferos
(BRAND; LIVESEY, 2011).

Dados os achados recentes sobre as similaridades entre o sistema nervoso

e a biologia dos precursores neurais de insetos e mamiferos, torna-se
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interessante explorar se esta conservacdo se estende também aos mecanismos
celulares e moleculares que regulam a auto-renovagéo, a proliferacéo e o destino

das células.

1.3 Biologia das abelhas A. mellifera

A abelha Apis mellifera Linneus, 1758 (Hymenoptera, Apidae) &
considerada um dos mais interessantes modelos de estudo em Biologia,
principalmente por ser um inseto eussocial, possuir memoria bem desenvolvida e
uma alta capacidade de aprendizado, além de um sistema de orientacao espacial
sofisticado (ZARS et al., 2000; PASCUAL; PREAT, 2001).

As abelhas sao insetos holometdbolos, uma vez que apresentam
metamorfose completa. Apds o periodo embrionério, ocorre a ecloséo das larvas,
as quais passam por quatro mudas. Estas mudas designam cinco estagios larvais
(L1 a L5), sendo estes caracterizados por intensa alimentacdo e crescimento.
Apés o periodo larval, a ontogénese prossegue com uma muda metamorfica,
dando inicio ao periodo pupal, quando os individuos ndo se alimentam e ocorre a
substituicdo dos tecidos larvais por tecidos adultos. Na fase adulta, as abelhas
desempenham func¢des especificas, havendo sobreposicao de geracdes, cuidado
cooperativo da prole e divisdo do trabalho reprodutivo, caracteristicas das
organizacdes eussociais (WILSON, 1971).

O sistema de determinacdo do sexo em A. mellifera é haplo-diploide, ou
seja, ovos nao fertilizados, portanto, haploides (n=16), originam machos. Os ovos
diploides (2n=32), ou seja, fertilizados, dao origem as fémeas (WINSTON, 1987).
Apenas um tipo de macho é observado na col6nia, sendo denominado zangéo,
cuja Unica funcéo é fecundar a rainha durante o voo nupcial. As larvas fémeas se
diferenciam em castas, operdrias ou rainhas, dependendo do tipo de dieta que
recebem (BEETSMA, 1979). As rainhas, morfofisiologicamente adaptadas para a
reproducao, sdo maiores e apresentam longevidade consideravelmente maior em
relacdo as operarias. Estas, por sua vez, sdo especializadas em executar tarefas
relacionadas a manutencao da colonia (WHELLER, 1986; PAGE; PENG, 2001).

As larvas que originardao operarias desenvolvem-se em células menores na
colmeia, e aquelas que irdo tornar-se rainhas, em células modificadas, maiores,

denominadas realeiras. Até o terceiro estagio larval (L3), todas as fémeas séo
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alimentadas com geleia real, como ja mencionado, é secretada pelas glandulas
hipofaringeanas e mandibulares de operarias adultas jovens (PIERRE, 1981). A
partir de L3, o regime alimentar passa a ser casta-especifico. As larvas que
originardo rainhas continuam recebendo tal alimento, enquanto as futuras
operarias passam a receber uma mistura de geleia real, mel e pélen, denominada
“‘geleia de operaria” (MICHENER, 1969). A geleia real difere da “geleia de
operaria” pela quantidade de secrecdo de cada glandula das operarias, afetando
sua composicdo. O teor de carboidratos da geleia real € quatro vezes maior do
que o oferecido as larvas de operarias. Contudo a razdo glicose:frutose é
praticamente a mesma nas duas secrecoes (ASENCOT; LENSKY, 1988). A geleia
real € um alimento rico em carboidratos, vitaminas do complexo B, minerais,
proteinas, lipidios e sais minerais (BENITEZ, 2000).

Apesar de ndo estar claro como a informacgéo tréfica diferencial é decifrada
pelo organismo, sabe-se que a geleia real desencadeia uma série de reacdes
neuroenddcrinas especificas. Dentre estas, € observado o aumento da sintese de
Hormonio Juvenil (HJ) pelos corpora allata (CA), um par de glandulas localizadas
no complexo retrocerebral (NIJHOUT; WHEELER, 1982; WHEELER, 1986;
RACHINSKY; HARTFELDER, 1990; HARTFELDER; ENGELS, 1998). Sob niveis
desiguais de HJ, as larvas que originardo cada casta seguem linhas distintas de
desenvolvimento. Em A. mellifera, isto é mais evidente entre o terceiro e 0 inicio
do quinto estagio larval, estagios estes caracterizados por titulos de HJ mais altos
em rainhas do que em operarias (RACHINSKY et al., 1990; HARTFELDER,;
ENGELS, 1998).

1.4 Diferenciagdo de castas Apis mellifera

A disponibilidade da sequéncia completa do genoma de Apis mellifera
(WEINSTOCK et al. 2006) gerou novas possibilidades para o entendimento do
desenvolvimento diferencial das castas de A. mellifera e das caracteristicas
morfofisioldgicas e comportamentais que as distinguem (CRISTINO et al., 2006).

A partir de resultados de andlise da expressao génica diferencial durante o
periodo critico do desenvolvimento de operarias e rainhas, obtidos mediante
microarrays de cDNA, Barchuk et al. (2007) propuseram o primeiro modelo para a

diferenciacdo de castas em A. mellifera (Figura 1). Neste, a informacéo
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nutricional € reconhecida pelo sistema nervoso estomatogastrico da larva e
transmitida ao cérebro e ao sistema enddcrino, regulando a atividade dos CA e o
comportamento dos tecidos alvos através de moléculas da via insulina/IGF,
eventualmente, secretadas pelas células neurossecretoras do cérebro larval
(BOLELI et al., 1998; WHEELER et al., 2006).

Fat-body

Insulin/IGF
Tor

Body growth

Ovary development
== apoptosis

Corpora allata

Insulin/IGF
Tor

Gut epithelium

Differential Global differential programming
feeding of gene expression
‘% +

Fat-body

Insulin/IGF
Tor

Corpora allata

Insulin/IGF
Tor

Neurogenesis

Leg structures
development Worker

Gut epithelium

Figura 1 - Modelo geral da diferenciacdo de castas em Apis mellifera. A espessura da
flecha indica o nivel de acao relativa ao fator considerado
Fonte: BARCHUK et al., 2007.

Outro 6rgao sensivel ao HJ, o corpo gorduroso, recebe a informacdo do
estado nutricional através da hemolinfa. Em futuras rainhas, mediante a acéo
promotora da geleia real, esta via resulta em altos niveis de ativacdo dos sistemas
insulina/IGF e TOR, o que também aumenta o0s niveis de sintese de HJ nos
corpora allata, e pode disparar o caminho de comunicacao sistémica mediada por
ALS no corpo gorduroso. A “geleia de operaria”, por outro lado, afeta a via
insulina/IGF de uma maneira menos pronunciada e pode ndo ser capaz de
aumentar os niveis de HJ acima de um limiar especifico (BARCHUK et al., 2007).

Como resultado dos altos titulos de HJ em rainhas, a expressado de genes

fisiometabolicos é regulada positivamente e, em conjunto com 0s nutrientes
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provenientes da geleia real, determinam o padrdo de crescimento corporal. Neste
modelo, a regulacéo positiva de tor em larvas de rainhas pode ser vista como um
determinante da taxa de crescimento diferencial (BARCHUK et al., 2007; PATEL
et al., 2007).

O HJ parece atuar determinando dois tipos de alteracdes no padrao de
desenvolvimento: alteracdes de aquisi¢cao, que determinam um maior crescimento
corporal da larva ou de campos especificos, especialmente dos ovarios, e
alteracdes de perda de estruturas especificas, como o 6rgao coletor de pélen e as
glandulas de cera (BARCHUK et al., 2007). Além disso, o HJ é, provavelmente,
o controlador da expansdo do desenvolvimento neural, especificamente dos
corpos cogumelares, resultando em um cérebro proporcionalmente maior em
operarias quando comparado ao de rainhas na fase adulta (MICHENER, 1974). A
aquisicdo de um cérebro mais desenvolvido permite as operarias realizar tarefas
mais diversificadas ao longo da vida adulta como, por exemplo, o forrageamento,
o cuidado com as crias e o patrulhamento da col6nia.

Os titulos de HJ parecem ser regulados pela ativacdo da via do EGFR,
como reportado por Kamakura (2011). Este autor demonstrou que uma proteina
presente na geleia real, designada como “royalactina” (57 kDa), € uma das
responsaveis por induzir a diferenciacdo de larvas de abelhas meliferas em
rainhas. Esta proteina ativa a quinase p70, a qual é responsavel pelo aumento do
tamanho do corpo e da atividade da proteina quinase ativada por mitdgenos,
estando envolvida na reducéo do tempo de desenvolvimento e no aumento dos
titulos de HJ.

1.5 O sistema nervoso e a neurogénese de A. mellifera

A capacidade de tirar proveito de suas préprias experiéncias €
frequentemente considerada um componente da inteligéncia, sendo associada a
comportamentos complexos em animais como, por exemplo, voar, forragear e
reconhecer parentes (FAHRBACH, 2006). Dentre as espécies que nao possuem
neurogénese adulta (FAHRBACH et al., 1995), as abelhas séo insetos com um
sofisticado sistema de orientacdo espacial, apresentando memoéria e capacidade
de aprendizado bem desenvolvidos, sendo estas caracteristicas associadas as
estruturas cerebrais (ZARS et al., 2000; PASCUAL ; PREAT, 2001).
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Em embrides de insetos, o cérebro é diferenciado a partir da ectoderme da
cabeca embrionaria, e 0s ganglios corporais sdo gerados a partir do cume da
neuro-ectoderme (SNODGRASS, 1984). O sistema nervoso das abelhas é
formado por um cérebro, que se localiza acima do ganglio subesofagico, e um
longo cordao nervoso ventral com trés ganglios no térax e oito no abdémen, todos
unidos (NIVEN et al., 2008).

O cérebro de A. mellifera consiste em trés regides principais: o0
deutocérebro, o tritocérebro e o protocérebro (Figura 2). O deutocérebro abriga os
l6bulos dorsais e o0s antenais, os quais contém, aproximadamente, 160
glomérulos e recebem informacdes sensoriais dos receptores olfativos das
antenas. A partir dos lobos dorsais, principalmente, sdo projetadas as fibras
mecanossensoriais (SUZUKI,1975; SNODGRASS, 1984). O tritocérebro é
composto por dois l6bulos bilaterais, relativamente pequenos, na base do cérebro.
Tais I6bulos sédo conhecidos por terem conexdes sensoriais e motoras com a
boca e o trato digestivo, estando adjacentes ao ganglio subesofagico, um relé
entre o cérebro e o corddo nervoso ventral (MOBBS, 1982).

O protocérebro contém os I6bulos 6pticos, o complexo central e um par de
corpos cogumelares. Os l6bulos Opticos recebem e processam informacdo
sensorial a partir dos olhos compostos. O complexo central conecta e coordena a
informacédo de ambos os hemisférios cerebrais e estd supostamente envolvido no
controle motor Ele compreende um grupo de neurdpilas no centro do cérebro,
sendo formado pela ponte protocerebral e o corpo central. O corpo central, por
sua vez, é subdividido em superior, inferior e um par de nodulos (STRAUSS,
2002).

Os corpos cogumelares sdo estruturas pares, localizadas simetricamente
em cada lado do protocérebro e descritas como sendo o centro da base neural
para processamento e armazenamento da informacéo olfatéria (DAVIS, 2001;
GERBER et al., 2004), estando também envolvidas em outras formas de
aprendizado (LIU et al., 1999; MIZUNAMI et al., 1993). Cada corpo cogumelar
consiste em um par de célices (médio e lateral), dois I6bulos (a e B) e um
pedunculo. Os célices, conectados aos l6bulos pelo pedunculo (SCHEINE et al.,
2006), sao divididos em trés subcompartimentos, denominados labio, colar e anel
basal, os quais recebem impulsos sensoriais processados das regifes Optica e

olfatoria do cérebro e impulsos mecanossensoriais da cabeca (Figura 3).
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Figura 2 - Desenho esquemético dos trés principais compartimentos do cérebro de A.

mellifera. O protocérebro contém os lébulos opticos, a lamina (la), a medula e o
I6bulo (lo), um par de corpos cogumelares (mb) e o complexo central (cc).
Cada corpo cogumelar consiste em um calice lateral (Ic) e um célice mediano
(mc), os quais s&do conectados aos l6bulos a (a) e B (B) pelo pedunculo (ped).
O lébulo antenal (al) é parte do deutocérebro, o qual contém o lobo dorsal (ndo
mostrado). O tritocérebro (ndo mostrado) é composto por dois pequenos
I6bulos laterais na base do cérebro. B) Desenho esquematico do corpo
cogumelar com trés subpopulacdes de células Kenyon: células externas
compactas (occ), células ndo compactas (ncc) e células internas compactas
(icc).
Fonte: SCHEINER, R.; BAUMANN, A.; BLENAU, W., 2006.

A estrutura dos corpos cogumelares € primeiramente determinada pela
morfologia das células Kenyon, que sdo o0s neurdnios internos dos corpos
cogumelares (KENYON, 1896; MOBBS, 1982). Em A. mellifera, trés tipos de
células Kenyon podem ser facilmente identificadas, de acordo com o tamanho e

localizagdo de seus corpos celulares (MOBBS, 1982). Cada uma dessas
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subpopulacdes € gerada em periodos distintos do desenvolvimento dos corpos
cogumelares (FARRIS; SINAKEVITCH, 2003; MODA et al., em prep., Fig. 3).

Figura 3 - Cérebro de operéria (A) e rainha (B) A. mellifera durante o quinto estagio do
desenvolvimento larval. Os cérebros foram corados com DAPI (nucleos, em
azul) e faloidina (filamentos de actina-F, em vermelho). Notam-se claramente
estruturas dos corpos cogumelares: calices (Ca) e pedunculos (Pe), e lobos
antenais (AL) bem mais desenvolvidos em rainhas.

Fonte: MODA et al., em prep.

A proliferacdo neural nos corpos cogumelares inicia-se no primeiro estagio
larval, pela divisdo celular simétrica de neuroblastos (MALUN, 1998; FARRIS et
al., 1999). Roat e Landim (2008) mostraram que o0 cérebro de rainhas apresenta
uma area maior de neuroblastos em relacdo ao cérebro de operéarias durante o
altimo estagio larval e a primeira metade do desenvolvimento pupal. Este
crescimento manifesta-se morfologicamente em cérebros diferencialmente
desenvolvidos, sendo mais aparente entre o quarto e o quinto estagio larval
(MODA et al. em prep.).

Embora algumas poucas células menores estejam associadas aos grupos
de neuroblastos nos dois primeiros estagios, um grande nimero de células-maes
ganglionares (GMCs) aparece inicialmente em L4. GMCs com fusos mitGticos
aparecem primariamente nos limites exteriores de cada grupo de neuroblastos,
aparentemente movendo-se para a superficie do grupo antes de se dividirem para

produzir duas células Kenyon. Conforme a neurogénese procede, mais GMCs
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migram para a superficie do grupo e dividem-se e as novas células Kenyon
deslocam as células nascidas anteriormente para longe do centro. Células
Kenyon movem-se, de maneira preferencial, dorsalmente e externamente, como
uma consequéncia das diferentes posicbes dos grupamentos de neuroblastos
relativas a neuropila dos corpos cogumelares. O resultado neste caso é um
arranjo concéntrico de corpos de células Kenyon associado a cada célice de
corpos cogumelares adultos (FARRIS et al., 1999).

A neurdpila de corpos cogumelares aumenta seu volume cerca de 30% nas
trés primeiras semanas de vida, evento que coincide com o inicio do
forrageamento. Este processo de crescimento pode ser acelerado pelo inicio
precoce deste tipo de comportamento (WITHERS et al., 1993, 1995; DURST et
al., 1994), mas ocorre mesmo em abelhas criadas no isolamento social e no
escuro (FAHRBACH et al., 1998). Como esperado, as operarias possuem corpos
cogumelares proporcionalmente maiores e mais desenvolvidos do que as rainhas
(MICHENER, 1974; MODA et al., em prep.). Notavelmente, apesar dos corpos
cogumelares ndo apresentarem neurogénese adulta, eles permanecem muito
plasticos durante a vida adulta, exibindo um volume dependente de experiéncias,
devido a dendritos maiores e mais ramificados (WITHERS et al., 1993; FARRIS et
al., 2001).

A neurogénese diferencial que favorece o desenvolvimento do cérebro das
operarias deve, portanto, ocorrer durante a segunda metade do periodo pupal. Foi
observado que o cérebro das rainhas é caracterizado por um namero maior de
eventos de morte celular durante o desenvolvimento pupal em relacdo ao das
operarias (MALUN, 1998; GANESHINA et al., 2000; MALUN et al., 2003; Roat;
Landim, 2008), o que ajuda a explicar as relacbes cérebro/corpo e tamanho dos
corpos cogumelares/cérebro caracteristicas de operarias adultas (MICHENER,
1974).

1.6 Quais sao os genes que ligam alimentacdo ao desenvolvimento diferencial do

cérebro de larvas em castas de A. mellifera?

As fémeas de abelhas A. mellifera que recebem uma quantidade menor de
alimento durante o periodo larval tornam-se operarias, casta cujo cérebro adulto é

proporcionalmente mais desenvolvido em relacdo ao das rainhas. Durante a maior
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parte do desenvolvimento pés-embriondrio, entretanto, o cérebro das rainhas
mostra uma &rea maior de neuroblastos em relacdo ao das operarias. Além disso,
o desenvolvimento de estruturas cerebrais durante o periodo larval € bem mais
rapido em rainhas (MODA et al.,, em prep.), o que reflete a importancia de uma
dieta mais rica como responsavel por um maior desenvolvimento inicial do
sistema nervoso. As rainhas em desenvolvimento, além de receberem mais
alimento, possuem uma dieta mais homogénea do que as primeiras, devido a
grande quantidade de proteinas especificas da geleia real (principalmente major
royal jelly proteins; DRAPEAU et al., 2006).

Partindo-se do fato de que a alimentacao diferencial oferecida as larvas A.
mellifera conduz a formacdo de diferentes castas, as primeiras etapas da
neurogénese de abelhas constituem um experimento natural e um bom modelo
para a identificacdo de genes que ligam a nutricdo diferencial ao desenvolvimento
diferencial do sistema nervoso, particularmente do cérebro.

Em um trabalho preliminar, nosso grupo mostrou, mediante a identificacéo
de perfis de expressdo de genes individuais [por PCR guantitativa em tempo real
(PCRQ)], que o maior desenvolvimento do cérebro de rainhas durante o periodo
larval esta, em partes, associado a regulacédo positiva de shot (MODA et al., em
prep.). Experimentos em escala gendmica, como o presente estudo, fornecem
uma visdo ampla da influéncia nutricional sobre o desenvolvimento do sistema
nervoso em animais, particularmente, sobre o cérebro de insetos. Dadas as
similaridades existentes entre o sistema nervoso e a biologia dos precursores
neurais de insetos e mamiferos, o conhecimento dos mecanismos de controle da
plasticidade fenotipica nos primeiros podera contribuir com o entendimento de
como os fatores nutricionais regulam a programacéo fetal e algumas doencas em

humanos.
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2 OBJETIVOS

Os nossos objetivos subdividem-se em geral e especificos.

2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral identificar mediadores
moleculares da acéo nutricional sobre o desenvolvimento do cérebro em larvas de

castas de A. mellifera.

2.2 Objetivos especificos

Nossos objetivos especificos foram os seguintes:
¢ Identificar transcritos diferencialmente representados (TDRs) em cérebros
de rainhas e operarias durante o desenvolvimento larval (L4) através de
microarrays de oligonucleotideos e caracteriza-los in silico;
e Determinar, pela técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction) quantitativa
em tempo real (PCRq), perfis de transcricdo de TDRs no cérebro de rainhas e

operarias durante o desenvolvimento larval.
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3 MATERIAL E METODOS

A seguir, sera apresentada a visao geral da metodologia utilizada em nosso

estudo, sendo esta posteriormente relatada mais detalhadamente.

3.1 Viséo geral

Para o screening inicial mediante abordagem gendmica de hibridacédo de
microarrays de DNA, rainhas e operarias A. mellifera do quarto estagio de
desenvolvimento larval (L4) foram coletadas do Apiario Experimental da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP) da Universidade de Sao Paulo.

Obtengdo de Dics:Zre:t:;ri: (los Si“:::;::ézReNA,
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Figura 4 - Fluxo experimental. TDRs: Transcritos diferencialmente representados.
Fonte: Da autora.

As abelhas coletadas tiveram o cérebro dissecado, do qual foi extraido
RNA total. O RNA total foi purificado e utilizado como molde para a sintese de

cDNA, a partir do qual foi sintetizado aRNA marcado com fluoréforos
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diferenciados. Este foi hibridado em laminas de microarray de oligonucleotideos
correspondentes a todos os genes conhecidos do genoma de A. mellifera. Apds a
obtencdo e quantificacdo das imagens de hibridacdo, os TDRs foram
selecionados através de normalizacdo e analises estatisticas sendo, entéo,
analisados in silico. Finalmente, usando PCR quantitativa em tempo real, foi
determinado o perfil de transcricdo do gene GICAT-P (GB12529) para o terceiro
(L3), quarto (L4) e quinto (L5F2, L5S1) estagios larvais.

3.2 Obtencéo de abelhas e cérebros

Larvas de rainhas e operarias foram coletadas de amostras mantidas no
Apiario Experimental da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (USP). Para o
experimento de microarray de nucleotideos, foram estudadas larvas no quarto
estagio larval (L4). Este estagio foi escolhido por apresentar as maiores
diferencas nos titulos de HJ entre rainhas e operarias, ambiente hormonal
hipotetizado como um dos responsaveis pela expansdo neural durante o
desenvolvimento larval de A. mellifera (HARTFELDER; ENGELS, 1998;
BARCHUK et al., 2007). Para a PCR gquantitativa em tempo real, foram utilizadas
larvas no terceiro (L3), quarto (L4) e quinto (L5F2, L5S1) estagios larvais.

Tanto para a obtencdo de operarias quanto de rainhas, foi realizado um
procedimento inicial, com a finalidade de controlar as idades larvais (BARCHUK et
al., 2002). Para cada postura, uma rainha foi aprisionada por, aproximadamente,
6 horas, sob uma tela de exclusédo (ou caixa Jenter, Figura 5), em uma regiao do
favo com células de cria vazias, para que fosse realizada a postura de ovos
fecundados. Parte das larvas eclodidas foi transferida para realeiras artificiais,
contendo geleia real, e colocada de volta nas colbnias, sendo que as larvas
remanescentes foram naturalmente criadas como operarias. As larvas
permaneceram nas colbnias até o dia da coleta, sendo que as fases do
desenvolvimento de operérias e rainhas foram identificadas, respectivamente, de
acordo com Michelette e Soares (1993; Tab. 1) e Rembold et al. (1980; Tab. 2,

para abelhas europeias).
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Figura 5 — Aprisionamento de rainha para a obtenco de larvas com idade controlada. A
esquerda, fumaca para facilitar a abertura da caixa. A direita, prendendo a rainha
em caixa Jenter (para a postura de ovos). Fotos tomadas durante manipulagéo
de quadros em experimentos pilotos realizados no Apiario do Instituto Federal de
Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais (Ifsuldeminas), Campus
Muzambinho.

Fonte: Da autora.

A disseccdo de cérebros foi realizada em solucdo salina (NaCl 0,9%)
esterilizada e com o auxilio de lupa (16X). Cada amostra continha,
aproximadamente, 15 cérebros, sendo que foram coletadas duas de cada casta,
ambas em L4. Os cérebros foram armazenados em reagente TRIzol (Invitrogen) a
-80° C até o momento da extracdo do RNA total. Esta etapa teve a colaboracao
da Técnica Marcela Bezerra Laure, do Laboratério de Biologia e Genética do
Desenvolvimento de Abelhas do Departamento de Biologia da Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (USP).
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Caracteristicas utilizadas para classificar o desenvolvimento larval (L) e pupal (P) de operarias
de abelhas Apis mellifera africanizadas. A duracéo dos estagios larvais no desenvolvimento pré-
imaginal refere-se as horas apés ecloséo.

FASE CARACTERIZACAO DURACAO (horas)
Ovo Embriées de 0 a 72 horas 72 (antes da eclosao)
L1 Peso — 0,0001 a 0,0003 g 0-20 (ap6s eclosao)
L2 Peso — 0,0003 a 0,001 g 20-35
L3 Peso — 0,0015 a 0,004 g 35-55
L4 Peso — 0,004 a 0,0248 g 55-80
L5F1 Peso - 0,029 a 0,06 g 80-95
L5F2 Peso-0,06a0,11g 95-105
L5F3 Peso-0,11a0,16 g 105-115
L5S1 Célula operculada, larva com intestino cheio 115-130
L5S2 Célula operculada, Iarv_a com intestino semi
cheio
L5S3 Célula operculada, larva com intestino vazio 130-145
PP1 Comprimento tibia-tarso = 1,4 a 1,99 mm 145-160
PP2 Comprimento tibia-tarso = 2,0 a 2,6 mm 160-180
PP3 Comprimento tibia-tarso > 2,6 mm 180-190
Pw Pupa de olho branco (white) 190-230
Pp Pupa de olho rosa (pink) 230-250
Pdp Pupa de olho rosa-escuro 250-265
Pb Pupa de olho marrom (brown) 265-305
Pbl Pupa de olho marrom, com pigmentacéo leve no 305-330
torax
Pbm Pupa de olhq marrom, com’p_lgmentagao 330-370
toracica intermedidria
Pbd Pupa de olho marrom com pigmentacao toracica 370-390
forte
RN Operarias com até 24 horas de vida

Fonte: MICHELETTE; SOARES, 1993. (Salientados, os estagios das abelhas utilizadas em nossos

experimentos).
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TABELA 2
Caracteristicas utilizadas para classificar o desenvolvimento larval (L) e pupal (P) de rainhas de
abelhas europeias, Apis mellifera carnica.

FASE CARACTERIZACAO DURAGCAO horas)
o 72
Ovo Embrides de 0 a 72 horas ~
(antes da eclosao)
L1 Peso — 0,0001 a 0,0003 g 020
(ap6s eclosédo)
L2 Peso — 0,0003 a 0,001 g 20-35
L3 Peso — 0,0015 a 0,004 g 35-55
L4 Peso — 0,004 a 0,0248 g 55-80
L5F1 Peso - 0,029 a 0,06 g 80-95
L5F2 Peso-0,06a0,11g 95-105
L5F3 Peso-0,11a0,16 g 105-115
L5S1 Célula operculada, larva com intestino cheio 115-130
L5S2 Célula operculada, Iar\{a com intestino semi
cheio
L5S3 Célula operculada, larva com intestino vazio 130-145
PP1 Comprimento tibia-tarso = 1,4 a 1,99 mm 145-160
PP2 Comprimento tibia-tarso = 2,0 a 2,6 mm 160-180
PP3 Comprimento tibia-tarso > 2,6 mm 180-190
Pw Pupa de olho branco (white) 190-230
Pp Pupa de olho rosa (pink) 230-250
Pdp Pupa de olho rosa-escuro 250-265
Pb Pupa de olho marrom (brown) 265-305
Pbl Pupa de olho marrom,tg:r(;T pigmentacéo leve no 305-330
Pbm Pupa de olho marrom, com pl_gmentagao toracica 330-370
intermediaria
Pbd Pupa de olho marrom com pigmentacao toracica 370-390
forte
RN Operarias de até 24 horas de vida

Fonte: REMBOLD et al., 1980. (Salientados, os estagios das abelhas utilizadas em nossos
experimentos).
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3.3 Obtencé&o de RNA total

O RNA total foi extraido utilizando o reagente TRIzol®, de acordo com o
protocolo do fabricante (Invitrogen), e purificado utilizando-se o kit RNA Cleanup
(RNeasy Mini Kit, Qiagen). A quantificacdo do RNA total extraido foi realizada em
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Tecnologies). A razdo entre as leituras de 260 e
280 nm foi utilizada como um indicador da pureza do RNA, sendo que os valores
obtidos estavam dentro do intervalo de 1.9 e 2.0, utlizado como o ideal.
Considerou-se que uma unidade de absorbancia a 260 nm corresponde a 40
pg/ml de RNA (SAMBROOK et al., 1989).

3.4 Hibridacdo das laminas de microarray

O fluxo deste procedimento consistiu em 4 etapas: (1) sintese de cDNA, (2)
sintese de aRNA e marcacdo com fluoréforos; (3) hibridacdo de laminas de
microarray; (4) lavagem e escaneamento das laminas (BARCHUK et al., 2007,
BOMTORIN et al., 2009; SOARES et al., 2009).

As laminas de microarray (BeeOligo 121106; Functional genomics,
University of lllinois
(http://www.biotech.uiuc.edu/centers/Keck/Functional_genomics/Honey%20Bee%
200ligo.htm) foram adquiridas através do Dr. G. E. Robinson (lllinois University,
Urbana, USA). Estas apresentam 28.800 sequéncias, dispostas em 48
quadrantes, contendo 14.400 spots em réplicas duplas, que correspondem a,
aproximadamente, todo o genoma de A. mellifera, sendo que cada um dos oligos
€ composto por 36 nucleotideos e foram sintetizados pela Invitrogen.

A sintese de cDNA foi feita a partir de, aproximadamente, 1 ug de RNA
total para todas as amostras. A sintese das sondas fluorescentes para a
hibridacdo das amostras utilizou o kit Amino Allyl MessageAmp™ [l aRNA
Amplification, de acordo com o protocolo do fabricante (Ambion). Para cada
lamina foram produzidas duas sondas, uma com o fluoréforo Cy3 e outra com o
Cy5 (Amersham Pharmacia Biotech, GE).

Para a fixacdo dos oligonucleotideos, as laminas foram, inicialmente,
umedecidas em vapor de agua milliQ, secas em bloco térmico por cerca de 5

segundos e expostas a luz ultravioleta (6000 x 100 pJ/cm?). Ap6s esta etapa,
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foram lavadas para a remocdo do excesso de oligonucleotideos que nao foram
fixados. A primeira lavagem foi feita agitando as laminas por 2 min em solugéo de
SDS 0,2 %. Entdo, seguiram-se duas lavagens em agua com alto grau de pureza
e, por ultimo, em isopropanol. Logo, as laminas foram centrifugadas por 3 min a
2000 rpm.

Apés esta etapa, as laminas foram incubadas em solucdo de pré-
hibridacao (10 mL de formamida, 2.5 mL de solucdo de Denhardt 100x, 16.6 mL
de SSC 20 x, 0.5 mL de SDS 10% e 0.25 mL de tRNA 10 mg/mL, completando
com agua com alto grau de pureza para o volume final de 50 ml) a 42°C por, no
minimo 60 min. Depois de retiradas da solugdo de pré-hibridagcdo, as laminas
foram lavadas por mais duas vezes em agua, uma vez em isopropanol, e
centrifugadas por 3 min a 2000 rpm. As laminas foram entdo mantidas a 55°C até
o0 momento da hibridagdo, que foi realizada a 42°C por, aproximadamente, 22
horas. Para retirar o excesso de solucéo de hibridacao e reduzir o background, as
laminas foram lavadas 2 vezes por 2 min com cada uma das solu¢bes SSC 2X,
SDS 0.1%; SSC 0.5X, SDS 0.01%; SSC 2X; SSC 0.1X e, apos, foram realizadas
mais duas lavagens em agua, para posterior centrifugacéo por 2 min a 2000 rpm.

Para reduzir as diferencas entre cada tipo de fluoréforo, as amostras foram
hibridizadas as laminas de microarray de oligonucleotideos em dye-swap. Neste
tipo de desenho experimental, dois tipos de amostras marcadas com diferentes
fluoréforos sdo hibridados na mesma lamina. Em uma segunda lamina, ambas as
amostras sao hibridizadas, entretanto, com a inversdo do tipo de fluoréforo
utilizado na marcacdo de cada uma delas. Sendo assim, na primeira lamina foi
hibridado o RNA extraido do cérebro de operarias marcado com Cy3 e o extraido
do cérebro de rainhas marcado com Cy5 e, na segunda lamina, foi feito o inverso.

As laminas hibridizadas foram escaneadas no Scanner Axon GenePix
4000B, com 5 pum de resolucéo, utilizando filtros para Cy3 com laser de 532 nm
de comprimento de onda (verde) e, para Cy5, de 635nm (vermelho). Na
quantificacdo das imagens de hibridacao foi utilizado o GenePix Pro Software.
Esta etapa foi realizada no Laboratério do Departamento Tecnologia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP (campus Jaboticabal),

liderado pela Profa. Dra. Eliana G. M. Lemaos.
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3.5 Bioinformaética

Os TDRs entre os cérebros de operarias e rainhas em L4 foram obtidos
apos normalizacdo e analises estatisticas dos dados gerados pelo GenePix Pro
Software utilizando o Pacote Limma no Programa R (R Development Core Team,
2010). Limma € um pacote do R que analisa dados de experimentos sobre
expressdo génica diferencial com microarrays atravées de modelos lineares
empregando Estatistica Bayesiana Empirica para fornecer resultados estaveis,
mesmo quando o numero de matrizes € pequeno (SMYTH et al., 2003). O script
utilizado em nossas analises (ANEXO) foi baseado naquele utilizado por Barchuk
e colaboradores (2007).

A normalizacdo de dados de hibridacdes de microarrays visa ajusta-los
para eliminar alteragcbes decorrentes de variagbes da técnica durante sua
realizacdo. Os dados foram pré-processados para a corre¢cao do background para
evitar valores negativos ou intensidades iguais a zero, utilizando o método
“normexp”, adicionando aos valores de background corrigidos uma intensidade
offset de 50. Este método ajusta o foreground de acordo com as intensidades de
background e resulta em intensidades ajustadas positivamente. O uso de um
offset de 50 reduz a variacdo dos log-ratios de spots com intensidades muito
baixas em direcdo a zero. As normalizacdes das proprias laminas, assim como
entre elas, foram executadas utilizando “print tip loess” para corrigir os efeitos de
localizacdo e dos corantes. Cada M-valor € normalizado pela subtracdo do valor
correspondente ao grupo da extremidade da curva de Loess (SMYTH; SPEED,
2003).

Para a construcdo das matrizes de analise, quando foram feitas as
comparacdes entre amostras de rainhas e operarias, foram utilizados os valores
de operarias como referéncia. Entédo, as duplicatas foram corrigidas, perfazendo
assim um total de 14.400 spots a serem analisados em cada lamina. Apos as
normalizacbes, o valor de fold-change (log;) e seu erro padrao para cada gene
foram calculados utilizando uma regresséo linear para a normalizacdo dos dados
de expressao, através de Estatistica Bayesiana Empirica. Ao final, foi plotado um

grafico Volcano com TDRs entre as amostras.
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Os TDRs entre o cérebro de rainhas e operarias durante L4 foram, entao,
analisados in silico. A sequéncia nucleotidica de cada TDR, impressa nas laminas
de microarrays, foi recuperada a partir de um arquivo fornecido pelo fabricante do
chip. Por meio da ferramenta NCBI BLASTN (ALTSCHUL et al.,, 1997), cada
sequéncia foi localizada no genoma de A. mellifera, versédo 4.0, e as respectivas
sequéncias preditas das regides codificadoras (CDS) foram recuperadas com o
uso da ferramenta ExtraiSeq (ZULU, 2011).

As anotacdes foram realizadas usando a sequéncia completa predita do
RNAm disponivel no GenBank (2011), com entrada para anotacdo manual na
plataforma Artemis 7.0 (RUTHERFORD et al., 2000), e utilizando-se a verséao 4.0
do genoma de A. mellifera (WEINSTOCK, 2006) e o algoritmo BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997). Adicionalmente, a busca por dominios conservados foi
realizada por meio da ferramenta NCBI Conserved Domain Search (MARCHLER-
BAUER; BRYANT, 2004; MARCHLER-BAUER et al. 2009, 2011). A traducéo
conceitual para aminoacidos foi submetida a analise de outras caracteristicas
bioquimicas atraves de ferramentas disponiveis em
http://expasy.org/tools/pi_tool.html.

Para auxiliar a elaboracédo dos esquemas da organizacdo dos genes, foi
criada uma macro na linguagem de programacéo Visual Basic for Applications no
Microsoft Excel (2010), no qual o numero de bases dos éxons e dos introns é
digitado em diferentes campos. Ao clicar em um botédo, o cddigo € executado e
uma imagem é gerada, de acordo com as propor¢des de éxons e introns. Os

primeiros sdo representados em caixas e, os segundos, em linhas.

3.6 Determinacdo dos perfis de transcricdo de GIcAT-P mediante PCR

quantitativa em tempo real

A andlise do perfil de transcricdo de TDRs selecionados a partir das
hibridacdes de microarrays foi realizada através de RT-PCR em Tempo Real
utilizando-se SYBR® Green e primers especificos no sistema 7500 Real Time
PCR (Applied Biosystems) do Laboratério de Biologia Animal Integrativa do
Departamento de Biologia Celular, Tecidual e do Desenvolvimento, Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Unifal-MG [MCT/FINEP/CT-INFRA - PROINFRA -
01/2008 LABSBIOEX (0336/09)]. Para cada estagio estudado (L3, L4, L5F2 e
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L5S1), foram analisadas, em triplicata, trés amostras de cDNA, provenientes de
RNAs obtidos a partir de cérebros de operarias e rainhas (3 réplicas biologicas e 3
réplicas técnicas). O gene codificador da proteina ribossomal-49 (ribosomal
protein 49, rp49), constituinte estrutural dos ribossomos, foi utilizado como
controle endogeno (referéncia) nas reacfes de PCRq (LOURENCO et al., 2008;
Tab. 3).

No desenho dos primers foram utilizados os softwares Primer Express for
Real Time PCR (versdo 3.0; Applied Biosystems) e Primer 3 (ROZEN;
SKALETSKY, 2000). A plataforma Artemis foi utilizada para verificar se os pares
de primers encontram-se em éxons diferentes, para que amplifiguem um
fragmento de tamanho maior do que o esperado, caso haja contaminacdo das
amostras por DNA gendmico. A ferramenta BLAST foi empregada na analise do
nivel de especificidade de cada um deles. Como os primers foram utilizados para
PCR em Tempo Real, os fragmentos amplificados deveriam ter de 100-120 pb e
uma temperatura de anelamento entre 57 e 62°C. As sequéncias dos primers

utilizados encontram-se na Tab. 3.

TABELA 3
Primers desenhados para a amplificacdo dos TDRs de interesse.

Gene Foward Primer Reverse Primer
GB12549
GGATTGAAGTTCGAGCATCTG CTCTGATCCATTGTAAGCCAC
(GICAT-P)
AF441189
(1p49) CGTCATATGTTGCCAACTGGT TTGAGCACGTTCAACAATGG
p

Fonte: Da autora.

Antes da validacdo dos perfis de transcricio dos TDRs por PCR
guantitativa em tempo real, os primers foram testados para garantir que se
ligassem apenas a regido de interesse no genoma de A. mellifera. Isto foi
realizado através de PCR convencional, utilizando a seguinte programacéo: 1
ciclo de 2 min a 94 °C; 40 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s na T, (Temperature
melting) de cada primer e 30 s a 72°C; 1 ciclo de 7 min a 72 °C. Os amplicons

foram submetidos a eletroforese em gel de agarose em tampédo BS e corados
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com SYBR Green. As bandas foram visualizadas através de um transiluminador
uVv.

A seguir, foram determinadas as condi¢cdes nas quais 0s primers teriam
alta e igual eficiéncia, de tal forma que suas amplificacbes pudessem ser
comparadas nos experimentos definitivos. Para tanto, realizamos reacdes em
diferentes concentracfes dos primers (1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000) e do pool
de amostras de cDNA de larvas de rainhas e operarias (1.5, 1:50, 1:500 e
1:5.000) no sistema 7500 Real Time PCR. Desta forma, verificamos que a
concentracdo ideal destes primers € 10 UM e que as eficiéncias estavam proximas
de 99%, nas seguintes condi¢bes de PCR: 1 ciclo de 2 min a 50 °C, 1 ciclo de 10
min a 95 °C, 40 ciclos de 15 s a 95 °C e 1 min na T, (58° C para rp49 e 60 °C
para GICAT-P) e um ciclo final de 95 °C por 15s.

A partir da amplificacdo destes produtos, os valores de Slope, fornecidos
apos a construcao de uma curva de regressao linear (valores da curva padréo),
foram utilizados para a verificacdo da eficiéncia da reacdo (E) mediante a formula
(User Bulletin#2, ABI Prism 7700 Sequence Detection System): E=10YS1oPe).1

A especificidade dos produtos de PCR foi confirmada mediante analise da
curva de dissociacdo para cada amostra. R2 é o fator de correlacéo linear entre
as concentracbes do produto amplificado e os valores de seus ciclos limitrofes
(threshold cycle, Ct). Quanto mais R2 esta préximo do valor 1, mais adequado. Os
valores de quantificacdo relativa foram calculados utilizando-se o Método 224
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), sendo que o menor valor de dCt tomado como
referéncia unitaria foi L4 de rainhas. Os resultados das amostras de rainhas e
operarias foram considerados diferentes quando p<0,05 (Mann-Whitney; Statistica
v8.0).
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4 RESULTADOS

4.1 Transcritos diferencialmente representados entre o cérebro de rainhas e

operarias durante L4

Moda et al. (em prep.) mostraram que estruturas fundamentais do cérebro
de rainhas A. mellifera sdo maiores e desenvolvem-se mais rapidamente em
relacdo as de operarias durante o periodo larval. Isto ocorre, possivelmente, pela
ativacao de diferentes redes génicas entre as castas, sendo estas influenciadas
pela alimentagao diferencial a partir de L3.

Visando encontrar mediadores moleculares que respondem ao diferencial
alimentar em castas A. mellifera, conduzindo ao maior desenvolvimento do
cérebro de rainhas, identificamos transcritos diferencialmente representados
(TDRs) entre o cérebro de rainhas e operarias em L4 através da hibridagéo de
laminas de microarrays de oligonucleotideos com amostras de RNA.

A andlise dos nossos resultados mostra que a normalizacdo eliminou as
discrepancias de foreground e background (Figura 6 — A e B), produzindo dados
confiaveis. A Figura 6 - C apresenta um grafico do tipo M-A, ou seja, M-valores
(contrastes de expressao) versus A-valores (niveis de expressao) das sequéncias
analisadas e de controles internos. Os valores positivos referem-se as sequéncias
de operarias, utilizadas como controles, e 0s negativos, as de rainhas. Como
esperado para um gene estrutural, nota-se que actina foi transcrito nas duas
castas em niveis semelhantes, uma vez que seus marcadores estao proximos de
zero, o0 que indica que o experimento de hibridacdo permite a determinacdo de
genes diferencialmente transcritos entre as amostras. Outra observacao
importante é a fluorescéncia maxima dos spots vazios, ou seja, 11. Sendo assim,
ndo foram considerados aqueles TDRs com niveis de transcri¢do inferiores a este
valor.

A Figura 6 - D representa um Grafico Volcano contendo todas as
sequéncias diferencialmente transcritas entre o cérebro de rainhas e operarias em
L4, sendo que os pontos acima da linha vermelha representam os genes com p-
valor menor que 0.05. Em relacdo a estes genes, 0s pontos a esquerda da linha
azul correspondem a log, (fold-change) = -1 e aqueles a direita desta linha

correspondentes a log, (fold-change) = 1, somando 16 TDRs, os quais foram
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selecionados para nossas analises. Sendo assim, na Figura 6, dos 350 TDRs

(resultantes da analise inicial, ver Script em Anexo |) estdo representados apenas

os TDRs com altos valores de diferenca de expressédo entre cérebros de rainhas e

operérias (Top 16, transcritos mais abundantes, representados pelo menos duas

vezes no cérebro de uma casta em relacao a outra).

RG densities RG densities

0.8
|

Density
0.4
|

02
|

1.0

Density
06
|

04
|

0.2
|

|
0o
|
Y

Intensity B Intensity

RaL4 OpL4 X RaL4

* Af_genes
Actin

* EFia
ELF3
RPSS .

* FLP_vector

® LacZ

* P-glement

Figura 6 -

Fonte:

A D Log2(Fold-Change)

Gréficos plotados a partir da analise das hibridagBes laminas de microarrays
contendo sequéncias representativas de todo o genoma de A. mellifera com
amostras do cérebro de rainhas e operarias em L4. A: Normalizacdes de Cy3 e Cy5
em cada lamina; B: Normalizacdes de Cy3 e Cy5 entre as laminas de cada analise;
C: Gréfico de dispersdo de M-valores versus A-valores das hibrida¢des. Controles
internos: D: Grafico Volcano representando as sequéncias diferencialmente
transcritas.

Da autora.
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4.1.1. Transcritos super-representados em cérebro de rainhas

Dentre os 16 TDRs, 12 sdo mais representados no cérebro de rainhas e
quatro, em operarias. Os produtos dos transcritos mais representados nas
primeiras estdo relacionados a proliferacéo, fasciculacdo e conexao neural (Tab.
4).

TABELA 4
Caracteristicas de genes mais transcritos no cérebro de rainhas em relacdo ao de operéarias A.
mellifera no quarto estégio larval. ORF: Open Reading Frame. Pfam: dominio conservado.

. Acess
ou gy e sewne & e
- (XP_)
GB11706 9510 3170 6.26 623961 2 Superfamilia PWWP 3,79
GB12021 2835 945 427 396029 4 Superfamilia SET 464
GB12545 2730 909 15.29 625229 1 Familia Vinculina 5.28
GB12549 1119 373 11.34 394932 3 _ Superfamilia 5,55
Glicosiltransferase A
Superfamilia
GB15759 1785 595 1.64 394160 2 Simportador 5,57
Sodio-Soluto
GB18914 675 295 9.21 1121927 2 Famiia zinc ribban 5.85
CBi8982 2172 724 Un.537 393301 3 Superfamilia Apcd 3.36
Familia
GB19686 1068 356 7.26 395164 3 epimerase/desidratase 3,34
dependente NAD
CBE19966 1491 496 15.21 395239.4 Aminoacido 3.75
permeaﬁse

A sequéncia de aminoacidos predita referente ao GB11706, super-
representada no cérebro de rainhas em relagdo ao de operarias em L4 (Fold-
change: 3,79), apresenta identidade com a proteina hipotética LOC551566 de A.
mellifera. O GB11706 esta organizado em 5 éxons e 4 introns, pertencendo ao
grupo de ligacéo 6.26 (Figura 7). O sitio canbnico de processamento, 5’-GT-AG-
3’, caracteristico de genes transcritos pela RNA Polimerase Il (BRETHNACH,;
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CHAMBON, 1981), foi encontrado em todas as jungfes éxon-intron-éxon. Esta

sequéncia apresenta o dominio conservado Superfamilia PWWP (Figura 8).

3 5
532 8534 77(160 147
8 207122 716
Figura 7 - Organizacdo do gene GB11706 de A. mellifera. Os valores representam o
tamanho de cada regido em pares de bases. Exons em caixas e introns em
linhas.
Fonte: Da autora.
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Figura 8 - Organizagdo da proteina correspondente ao GB11706 mostrando o dominio
conservado que caracteriza a Superfamilia PWWP.
Fonte: NCBI Conserved Domain Search (MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004;

MARCHLER-BAUER et al. 2009, 2011).

A sequéncia de aminoéacidos predita referente ao GB12021 (LOC412574)
corresponde a proteina com dedos de zinco 10 com dominio PR (PR domain zinc
finger protein 10-like). Tal sequéncia foi encontrada como diferencialmente
transcrita no cérebro de rainhas e operarias em L4, sendo mais representada em
rainhas (Fold-change: 4,64).

O gene GB12021 esta organizado em 12 éxons e 11 introns e pertence ao
grupo de ligacéo 4.27 (Figura 9). O sitio candnico de processamento, 5’-GT-AG-
3’, caracteristico de genes transcritos pela RNA Polimerase ||l (BRETHNACH,;
CHAMBON, 1981) foi encontrado em todas as juncdes éxon-intron-éxon. A familia
de proteinas de dominio PR apresenta similaridade ao dominio SET (Su(var)3-9,
Enhancer-of-zeste and Trithorax; FIGURA 10).
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Figura 9 - Organizagdo do gene GB12021 de A. mellifera. Os valores representam o
tamanho de cada regido em pares de bases. Exons em caixas e introns em
linhas.
Fonte: Da autora.
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FIGURA 10 - Organizagdo da proteina correspondente ao GB12021 mostrando o dominio
conservado que caracteriza a superfamilia SET.

Fonte: NCBI Conserved Domain Search (MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004;
MARCHLER-BAUER et al. 2009, 2011).

A sequéncia de aminoacidos referente ao GB12545 corresponde a proteina
predita a-catenina de A. mellifera. Tal sequéncia foi encontrada como
diferencialmente transcrita no cérebro de rainhas e operarias em L4, sendo mais
representadas nas primeiras (Fold-change: 5,274). O GB12545 também
apresenta similaridade de 85% em relacdo ao CG17947, sequéncia codificadora
da a-catenina em D. melanogaster.

O gene da a-catenina esta organizado em 6 éxons e 5 introns, pertencendo
ao grupo de ligacdo Un.696 (Figura 11). O sitio canbnico de processamento 5'-
GT-AG-3’, caracteristico de genes transcritos pela RNA Polimerase I
(BRETHNACH; CHAMBON, 1981) foi encontrado em todas as juncdes éxon-
intron-éxon. Esta sequéncia apresenta um dominio conservado conhecido como

Familia Vinculina (Figura 12).

5 3
317 733 1095 234 603 678 246 165
84 74 72
Figura1l1-  Organizacdo do gene GB12545 de A. mellifera. Os valores representam o
tamanho de cada regido em pares de bases. Exons em caixas e introns em
linhas.

Fonte: Da autora.
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Figura 12 - Organizacdo da proteina correspondente ao GB12545 mostrando o dominio
conservado que caracteriza a Familia Vinculina.

Fonte: NCBI Conserved Domain Search (MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004;
MARCHLER-BAUER et al. 2009, 2011).

O transcrito correspondente ao GB12549 encontra-se mais representado
no cérebro de rainhas em relagdo ao de operarias em L4 (Fold- change: 5,551) e
sua sequencia de aminoacidos predita corresponde a da enzima GICAT-P
(galactosylgalactosylxylosylprotein 3-beta-glucuronosyltransferase P). O GB12549
também apresenta similaridade de 63% em relacdo ao CG6207, sequéncia
codificadora da mesma proteina em D. melanogaster.

O gene GICAT-P esta organizado em 4 éxons e 3 introns e pertence ao
grupo de ligagdo 11.34 (Figura 13). O sitio canbnico de processamento, 5-GT-
AG-3’, caracteristico dos genes transcritos pela RNA Polimerase i
(BRETHNACH; CHAMBON, 1981), foi encontrado em todas as juncfes éxon-
intron-éxon. Esta sequéncia apresenta o dominio conservado conhecido como

Superfamilia de Glicosiltransferases A (cl11394; Figura 14).

f—

9 T3 168 494 185 57 160

Figura 13- Organizagdo do gene GB12549 de A. mellifera. Os valores representam o
tamanho de cada regiio em pares de bases. Exons em caixas e introns em
linhas.

Fonte: Da autora.
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Figura 14 - Organizagdo da proteina correspondente ao GB12549 mostrando o dominio
conservado que caracteriza a Superfamilia de Glicosiltransferases A.
Fonte: NCBI Conserved Domain Search (MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004;

MARCHLER-BAUER et al. 2009, 2011).
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A sequéncia de aminoacidos predita referente ao GB15759, super-
representada no cérebro de rainhas em relacdo ao de operarias em L4 (Fold-
change: 5,57), apresenta identidade com o produto hipotético sodium-coupled
monocarboxylate transporter 2-like de A. mellifera.

O GB15759 esta organizado em 8 éxons e 7 introns e pertence ao grupo
de ligacdo 1.64 (Figura 15). O sitio canbnico de processamento, 5-GT-AG-3’,
caracteristico dos genes transcritos pela RNA Polimerase 1l (BRETHNACH,;
CHAMBON, 1981), foi encontrado em todas as jungfes éxon-intron-éxon. O
transcrito referente ao GB15759 contém o dominio conservado da Superfamilia
Simportadores de Sédio (cl00456, Figura 16).

91 503 -‘7 222 109 141-‘_155 844 346 155 218

87 87 82 76 93

Figura15-  Organizacdo do gene GB15759 de A. mellifera. Os valores representam o
tamanho de cada regido em pares de bases. Exons em caixas e introns em

linhas.
Fonte: Da autora.
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Figura 16 - Organizagdo da proteina correspondente ao GB15759 mostrando o dominio
conservado que caracteriza a Superfamilia Simportadores de Sdodio.

Fonte: NCBI Conserved Domain Search (MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004;
MARCHLER-BAUER et al. 2009, 2011).

A sequéncia de aminoacidos predita referente ao GB18982 (LOC409810) é
diferencialmente transcrita no cérebro de rainhas e operarias no em L4, sendo
mais representada nas primeiras (Fold-change: 3,37). Este transcrito corresponde
a quarta subunidade do complexo promotor da anafase (APC: anaphase
promoting complex). O GB18982 também apresenta similaridade de 28% em
relacdo ao CG32707, sequéncia codificadora da mesma proteina em D.
melanogaster.

O GB18982 esta organizado em 7 éxons e 6 introns e pertence ao grupo
de ligacdo Un.537 (Figura 17). O sitio candénico de processamento, 5-GT-AG-3’,
caracteristico dos genes transcritos pela RNA Polimerase I (BRETHNACH,;
CHAMBON, 1981), foi encontrado em todas as jungdes éxon-intron-éxon. A
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sequéncia aminoacidica apresenta o dominio conservado da Superfamilia Apc4,

cujos membros possuem um longo dominio de repeticdes WD40 (Figura 18).

383

405 T 972 224 T 282 T 201 106

a5 65 85 T2 114 2486

Figura 17 - Organizagdo do gene GB18982 de A. mellifera. Os valores representam o
tamanho de cada regiio em pares de bases. Exons em caixas e introns em
linhas.

Fonte: Da autora.
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Figura 18 - Organizacdo da proteina correspondente ao GB18982 mostrando o dominio
conservado que caracteriza a Superfamilia Apc4.

Fonte: NCBI Conserved Domain Search (MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004;
MARCHLER-BAUER et al. 2009, 2011).

A sequéncia referente ao GB18914 corresponde a proteina hipotética de A.
mellifera localizada no LOC726167. O gene estd organizado em 3 éxons e 2
introns e pertence ao grupo de ligacdo 9.21 (Figura 19). O sitio candnico de
processamento, 5-GT-AG-3’, caracteristico dos genes transcritos pela RNA
Polimerase II (BRETHNACH; CHAMBON, 1981), foi encontrado em todas as
juncBes éxon-intron-éxon. A sequéncia protéica correspondente contém o
dominio conservado Superfamilia zf-LITAF-like (cl02754; Figura 20).

g .
184| 286 34677 208
80
Figura 19 - Organizacdo do gene GB18914 de A. mellifera. Os valores representam o
tamanho de cada regido em pares de bases. Exons em caixas e introns em
linhas.

Fonte: Da autora.
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Figura20 - Organizacdo da proteina correspondente ao GB18914 mostrando o dominio
conservado que caracteriza a Superfamilia zf-LITAF-like.

Fonte: NCBI Conserved Domain Search (MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004;
MARCHLER-BAUER et al. 2009, 2011).

A sequéncia de amino&cidos predita referente ao GB19686 (LOC411696)
corresponde a enzima GDP-D-manose 4,6-desidratase (GMDS). Tal sequéncia foi
encontrada como super-representada no cérebro de rainhas em L4 (Fold-change:
3,343), tendo operarias ha mesma fase como controles. O GB19686 apresenta
similaridade de 75% em relacdo ao CG17947, sequéncia codificadora da mesma
enzima em D. melanogaster.

O gene GMD encontra-se organizado em 7 é€xons e 6 introns e pertence ao
grupo de ligacdo 7.46 (Figura 21). O sitio candnico de processamento, 5’-GT-AG-
3’, caracteristico dos genes transcritos pela RNA Polimerase Il (BRETHNACH;
CHAMBON, 1981), foi encontrado em todas as junc¢des éxon-intron-éxon. Contém
regido codificadora do dominio conservado Superfamilia  NABD_Rossmann
(Figura 22).

g g’
63 96 69 &2 216 a8 233 63 193 Ba 243 150 54

Figura21-  Organizacdo do gene GB19686 de A. mellifera. Os valores representam o
tamanho de cada regido em pares de bases. Exons em caixas e introns em

linhas.
Fonte: Da autora.
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Figura 22 - Organizagdo da proteina correspondente ao GB19686 mostrando o dominio
conservado que caracteriza a Superfamilia NABD_Rossmann.

Fonte: NCBI Conserved Domain Search (MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004;
MARCHLER-BAUER et al. 2009, 2011).
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A sequéncia correspondente ao GB19966, super-representada no cérebro
de rainhas em relacdo ao de operarias em L4 (Fold-change: 3,75), apresenta
identidade com a proteina predita Y+L amino acid transporter 2-like de A. mellifera
e 0 CG1697, de D. melanogaster. O GB19966 esta organizado em 10 éxons e 9
introns e pertence ao grupo de ligacdo 15.21 (Figura 23). O sitio canbnico de
processamento, 5-GT-AG-3’, caracteristico dos genes transcritos pela RNA
Polimerase Il (BRETHNACH; CHAMBON, 1981), foi encontrado em todas as
juncdes éxon-intron-éxon. Esta sequéncia apresenta uma regiao codificadora do

dominio conservado Aminoacido Permease (pfam00324, Figura 24).

5 3
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Figura 23 - Organizacdo do gene GB19966 de A. mellifera. Os valores representam o
tamanho de cada regiio em pares de bases. Exons em caixas e introns em
linhas.

Fonte: Da autora.
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Figura 24 - Organizacdo da proteina correspondente ao GB19966 mostrando o dominio
conservado que caracteriza a Familia Aminoacido Permease.

Fonte: NCBI Conserved Domain Search (MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004;
MARCHLER-BAUER et al. 2009, 2011).

4.1.2. Transcritos super-representados em cérebro de operarias

Dentre os 16 TDRs, quatro foram encontrados mais expressos em
operarias. Seus produtos atuam, principalmente, no desenvolvimento de células

dos olhos e de neurdnios GABAérgicos (Tab. 5).
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TABELAS
Caracteristicas de genes mais transcritos no cérebro de operarias em relacdo ao de rainhas A.
mellifera no quarto estagio larval. ORF: Open Reading Frame. Pfam: dominio conservado. FC:
Fold-change.

.. Scaffold Access
Osfgtmﬁg— (()T)'): Pr?ail)mt _ID Number Pfam FC
— P (Grupo) XP)
GB10931 948 316 Un.537 623;‘18' PP2C 3.80
GB11875 555 185 Un.696 321529' ; 4.90
Superf. de
GB16661 753 250 14.23 115133 Homeodo- 539
) minios

A sequéncia predita de aminoacidos referente ao GB10931 (LOC551020)
tem correspondéncia aquela da proteina fosfatase 2C (PP2C). Tal sequéncia foj
encontrada como diferencialmente transcrita no cérebro de rainhas e operarias
em L4, sendo mais representada no cérebro de operérias (Fold-change: 3,80). O
GB10931 apresenta 64% de similaridade em relacdo ao CG17746, sequéncia
codificadora da mesma proteina em D. melanogaster.

O GB10931 esta organizado em quatro éxons e trés introns e pertence ao
grupo de ligacdo Un.537 (Figura 25). O sitio canénico de processamento, 5’-GT-
AG-3’, caracteristico dos genes transcritos pela RNA Polimerase |l
(BRETHNACH; CHAMBON, 1981), foi encontrado em todas as juncfes éxon-
intron-éxon. Esta sequéncia contém a regido codificadora do dominio conservado
Superfamilia PP2C (pfam00481; ver Figura 26).

5 3
187 252 206 65 226 66 332
Figura25-  Organizacdo do gene GB10931 de A. mellifera. Os valores representam o
tamanho de cada regido em pares de bases. Exons em caixas e introns em
linhas.

Fonte: Da autora.
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Figura 26 - Organizagdo da proteina correspondente ao GB10931 mostrando o dominio
conservado que caracteriza a Superfamilia PP2C.

Fonte: NCBI Conserved Domain Search (MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004;
MARCHLER-BAUER et al. 2009, 2011).

A sequéncia referente ao GB11875 nao apresenta similaridade a nenhuma
correspondente a uma proteina conhecida ou hipotética de A. mellifera, ou de
outro organismo proximo. Entretanto, apresenta similaridade de 45% com a
proteina hipotética Phum_PHUMO085030 de Pediculus humanus corporis. Este
gene esta organizado em trés éxons e dois introns e pertence ao grupo de ligacao
Un.696 (Figura 27). O sitio candnico de processamento, 5-GT-AG-3’,
caracteristico dos genes transcritos pela RNA Polimerase || (BRETHNACH;
CHAMBON, 1981), foi encontrado em todas as juncdes éxon-intron-éxon. Nao foi

encontrado nenhum dominio conservado nesta sequéncia.

73 71 151 397 332

Figura 27 -  Organizagdo do gene GB11875 de A. mellifera. Os valores representam o
tamanho de cada regiio em pares de bases. Exons em caixas e introns em
linhas.

Fonte: Da autora.

A sequéncia de aminoé&cidos predita referente ao GB16661 (LOC725502)
apresenta identidade a proteina homeobox similar a aristaless (al). Tal sequéncia
foi encontrada como diferencialmente representada no cérebro de rainhas e
operarias em L4, sendo mais transcrita em operéarias (Fold-change: 5,387). O
GB16661 apresenta similaridade de 86% ao CG3935, codificador da mesma
proteina em D. melanogaster, e 87% em relagdo ao CG2819 (Pvull-Pstl homology
13, Pph13).

O GB16661 esta organizado em trés éxons e dois introns e pertence ao
grupo de ligacdo 14.23 (Figura 28). O sitio canénico de processamento, 5-GT-
AG-3’, caracteristico dos genes transcritos pela RNA Polimerase i
(BRETHNACH; CHAMBON, 1981), foi encontrado em todas as juncbes éxon-
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intron-éxon. Al contém uma regido codificadora do dominio conservado

Superfamilia de Homeodominios (cl00084; Figura 29).

338 72 200 37 217

Figura28 - Organizacao do gene GB16661 de A. mellifera. Os valores representam o
tamanho de cada regiio em pares de bases. Exons em caixas e introns em
linhas.

Fonte: Da autora.
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Figura 29 - Organizacdo da proteina correspondente ao GB16661 mostrando o dominio
conservado que caracteriza a Superfamilia de Homeodominios.

Fonte: NCBI Conserved Domain Search (MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004;
MARCHLER-BAUER et al. 2009, 2011).

4.1.3 Transcritos diferencialmente representados sem nimero de acesso em

bases de dados

Quatro dos 16 TDR, dois em operarias e dois em rainhas, ndo possuem
associacdo a nenhum numero de acesso no Official Gene Set (GB). Estes sao
designados por BB160007B10F02.5, BB170027A10E09.5, BB170032B20H12.5 e
DB746346. A anotacdo destas sequéncias através da ferramenta Artemis mostrou

que estéo localizadas nas proximidades de ORFs (Open Reading Frames).

4.2 Perfil de transcricdo de GICAT-P em cérebro de rainhas e operarias

durante o desenvolvimento larval

Aqui, apresentamos o perfil de transcricdo no cérebro de rainhas e
operarias em desenvolvimento larval (L3, L4, L5F2 e L5S1) de um dos genes
encontrados como diferencialmente transcritos, o gene GICAT-P. Os primers para

este gene mostraram eficiéncia apropriada (Slope= -2,146239; R?= 0,999294), o
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que permite a realizacdo de estimativas de niveis de transcricdo mediante a

comparacao de valores de AACT.
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Figura 30 — Gréfico representando os valores obtidos por PCRg em Tempo Real. Eixo x:
estagios do desenvolvimento larval (nomes por extenso, nas Tabelas 1 e 2). Eixo vy:
quantidades relativas [médias e erros de (48T, Diferenca estatistica para todos 0s estagios
(Mann-Whitney p<0,05).

Conforme mostrado na Figura 30, os niveis de transcricdo do gene GICAT-
P estimados por PCRq sdo maiores em cérebro de rainhas durante todo o periodo
de desenvolvimento larval estudado (Mann-Whitney p<0,05), sendo o nivel em L4,
por exemplo, 12 vezes maior do que em operdarias. Em rainhas, ocorrem picos de
transcricdo em L4 e L5S1. JA em operarias, a transcricdo do gene parece ser

basal, apesar de mostrar valores maiores em L4.
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5 DISCUSSAO

A seguir, discutimos aspectos da biologia dos genes associados aos
transcritos mais representados no cérebro de rainhas (item 5.1) e de operarias

(item 5.2) em L4, bem como de seus produtos hipotéticos.

5.1 Sobre os transcritos mais representados no cérebro de rainhas em L4

De acordo com as analises in silico, nove dos 12 transcritos mais
representados no cérebro de rainhas em relacdo ao de operédrias em L4
apresentam numero de acesso no Official Gene Set (GB). A sequéncia de
aminoacidos predita referente ao GB11706, super-representada no cérebro de
rainhas em relacdo ao de operarias em L4 (Fold-change: 3,79), apresenta
identidade com a proteina hipotética LOC551566 de A. mellifera. A proteina
correspondente ao GB11706 possui o dominio conservado Superfamilia PWWP.

PWWP é um pequeno dominio formado por 100-150 aminoacidos,
apresentando o motivo conservado Pro-Trp-Trp-Pro. Este dominio € geralmente
encontrado em proteinas envolvidas na diferenciagdo, no crescimento e na
divisdo celular. A maioria das proteinas com dominio PWWP parece ser nuclear,
frequentemente ligante de DNA, atuando como fatores de transcricdo que
regulam uma variedade de processos do desenvolvimento [NCBI Conserved
Domain (MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004; MARCHLER-BAUER et al. 2009,
2011)].

Como anteriormente mencionado, o GB11706 € mais transcrito no cérebro
de rainhas em relacdo ao de operarias em L4. Dada a presenca do dominio
PWWP nesta sequéncia, seu produto poderia atuar no cérebro de A. mellifera em
processos tais como diferenciacdo, crescimento e divisdo celular, favorecendo,
principalmente, a neurogénese de rainhas, uma vez que € mais transcrito nesta
casta durante L4.

A sequéncia de aminoéacidos referente ao GB12021, a qual possui
identidade com o dominio PR, é super-representada no cérebro de rainhas em
relacdo ao de operarias em L4 (Fold-change: 4,67). A familia de proteinas de
dominio PR apresenta similaridade ao dominio SET [NCBI Conserved Domain
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Search (MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004; MARCHLER-BAUER et al. 2009,
2011)].

A metilacdo de lisinas em histonas é reconhecida como uma importante
forma de regulacdo génica por fatores epigenéticos. A familia de proteinas de
dominio PR foi inicialmente estudada como candidata a uma nova classe de
metiltransferases de lisinas em histonas por apresentar similaridade ao dominio
SET (Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and Trithorax), um dominio catalitico de
lisinas metiltransferases de histonas conhecidas (HUANG et al., 1998).

Presente em proteinas cromossomais de fungos a mamiferos, o dominio
SET desempenha um papel importante no desenvolvimento, no céancer, na
variegacdo por efeito da posicdo e no silenciamento génico centromérico e
telomérico (JENUWEIN et al., 1998). Huang et al. (1998) sugeriram que o dominio
PR tenha sido derivado do dominio SET e possa atuar na regulacdo da expressao
génica mediada por modificagdes da cromatina.

O dominio PR foi inicialmente caracterizado por uma regido homadloga de
100 aminoacidos compartilhada entre genes RIZ, os quais sédo codificadores de
proteinas ligantes a supressores tumorais de retinoblastoma, e o repressor
transcricional PRDI-BF1/BLIMP1, o qual promove a maturacdo de [-linfocitos
(BUYSE et al., 1995; KELLER e MANIATIS, 1991). Este dominio foi
posteriormente encontrado no gene relacionado a leucemia miel6ide MDS1-EVI1
(FEARS et al., 1996).

Komai et al. (2009) estudaram o padrdo de expressdo de Prdm8, uma
proteina de dominio PR, durante o desenvolvimento do sistema nervoso central
de camundongos. Na medula espinhal em desenvolvimento, Prdm8 foi expressa
inicialmente em populacdes progenitoras de interneurdnios ventrais e neurdnios
motores e, posteriormente, em uma subpopulacéo de interneurdnios. Durante o
desenvolvimento do cérebro, a expressdo de Prdm8 foi observada em neurdnios
pos-mitdticos na zona intermediaria e na placa cortical (KOMAI et al., 2009).

As caracteristicas associadas a proteina de dominio PR (GB12021; Pfam
Superfamilia SET) sugerem que esta atue como fator de transcricdo durante a
neurogénese de A. mellifera, regulando a expressdo génica mediada por
modificacdes da cromatina, através da atividade lisina metiltransferases. Uma vez

gque o GB12021 é mais transcrito no cérebro de rainhas em L4, seu produto
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poderia atuar favorecendo o crescimento e a diferenciacao celular nesta casta em
relacdo as operérias durante o periodo larval.

A sequéncia de aminoacidos referente ao GB12545, mais representada no
cérebro de rainhas durante L4 (Fold-change: 5,28), apresenta 100% de identidade
com o gene da a-catenina de A. mellifera e apresenta o dominio conservado
conhecido da Familia Vinculina [NCBI Conserved Domain Search (MARCHLER-
BAUER; BRYANT, 2004; MARCHLER-BAUER et al. 2009, 2011)].

Estabelecer contato com células vizinhas e com a matriz extracelular € um
pré-requisito de varios processos celulares fundamentais, tais como morfogénese,
manutencgao da integridade tecidual, cicatrizag&o, crescimento celular e motilidade
em organismos multicelulares (COLL et al.,, 1995). As cateninas sdo proteinas
citoplasmaticas periféricas, inicialmente identificadas em associacdo a E-
caderinas, expressas na superficie basolateral de células epiteliais e concentrada
nas jungdes aderentes (OZAWA et al.,, 1989; NAGAFUCHI; TAKEICHI, 1989;
KEMLER, 1993). As caderinas compreendem uma familia de moléculas de
adesao celular homofilicas, Ca®* dependentes, que atuam no estabelecimento da
integridade tecidual e na polaridade celular (TAKEICHI, 1994).

Peng et al. (2012) demonstraram que, na presenca de F-actina, a-catenina
ativa vinculina. A ligacdo direta da a-catenina a vinculina é critica neste evento,
uma vez que uma mutacado pontual (a-catenin L344P) ndo permite a ativacdo da
vinculina. A vinculina € uma proteina de 117 kDa que une adesdes da matriz
celular mediadas por integrinas e juncdes celulares realizadas por caderinas
(GEIGER, 1979). Em embrides de camundongos, a deficiéncia de vinculina os
torna menores, sendo posteriormente letal devido a importantes defeitos no
desenvolvimento do cérebro e do coracdo (XU et al., 1998). A vinculina apresenta
funcdo de supressdo de tumores, uma vez que sua alta expressao em algumas
células tumorigénicas resulta na diminuicdo do potencial tumorogénico e
metastatico (RODRIGUEZ et al., 1992)

De acordo com suas diferentes massas moleculares, as cateninas sao
classificadas em a-catenina (102 kDa), p-catenina (88 kDa), e y-catenina (80
kDa). Analises bioquimicas indicam que a [B-catenina interage mais diretamente
com o dominio citoplasmético da E-caderina em relagdo a a-catenina (OZAWA;
KEMLER, 1992). Em contraste, a-catenina parece controlar a interagdo com 0s

filamentos de actina (OZAWA et al., 1990). Em D. melanogaster, o processo de
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diferenciacdo celular é interrompido quando o gene codificador da a-catenina
apresenta uma mutagdo no sitio de ligagdo para Armadillo, homologo da B-
catenina neste inseto (CROPP et al., 1994).

Em camundongos, ha trés a-cateninas que compartilham uma identidade
substancial em sua sequéncia de aminoacidos. A aE-catenina prevalece em
tecidos epiteliais, a aN-catenina é restrita a tecidos neurais e a aT-catenina é
expressa primariamente em tecidos cardiacos (BUTZ et al, 1994;
HERRENKNECHT et al., 1991; MARRS et al., 1993).

A aN-catenina (codificada por CTNNAZ2) foi inicialmente caracterizada por
Claverie e colaboradores (1993) a partir de um cDNA humano codificador de uma
proteina com 80% de identidade a aE-catenina (CAP102), mas contendo uma
insercdo de 48 aminoacidos. aN-catenina esta localizada nas juncdes aderentes
que contornam zonas ativas de sinapses durante todo o desenvolvimento pés-
natal do cérebro (UCHIDA et al., 1996; FANNON; COLMAN, 1996).

A expressdo de determinados subtipos de caderinas delineia circuitos
neurais especificos, o que indica que os complexos caderina-catenina realizam a
adesdo entre as membranas pré e pos-sinapticas (SUZUKI et al., 1997; COLMAN,
1997), sugerindo que a aN-catenina atue na estabilizacdo da formacao de
sinapses durante o desenvolvimento do sistema nervoso central.

Sendo assim, durante a morfogénese do sistema nervoso de castas A.
mellifera, caderinas atuariam em conjunto as a-cateninas, operando como
moléculas sinalizadoras da adesao celular decorrente do processo de migracdo
neuronal. Como constatamos que a sequéncia codificadora destas proteinas é
mais transcrita no cérebro de rainhas no quarto estagio larval, o desenvolvimento
deste 6rgao seria beneficiado nesta casta durante o periodo estudado, uma vez
que um nivel maior de transcricdo deste gene estaria implicado na inducédo da
formacao de sinapses.

A sequéncia de aminoacidos predita referente ao GB15759, super-
representada no cérebro de rainhas em relagdo ao de operarias em L4 (Fold-
change: 5,57), apresenta identidade com o produto hipotético sodium-coupled
monocarboxylate transporter 2-like de A. mellifera. Este GB contém o dominio
conservado da Superfamilia Simportadores de Sédio [NCBI Conserved Domain
Search (MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004; MARCHLER-BAUER et al. 2009,
2011)].
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Ganapathy et al. (2008) mostraram a expressao de transportadores de
monocarboxilato acoplados ao sédio em vérios tecidos, incluindo o cérebro. A
funcdo destes transportadores é mediar a captacdo de butirato, propianato e
piruvato, os quais sao inibidores de histonas desacetilases. Desta forma, os
transportadores de monocarboxilato acoplados ao sodio participam da regulacéo
da expressdo génica. Sua maior transcricdo no cérebro de rainhas sugere sua
participacdo no controle de genes alvo, conduzindo assim a morfogénese
diferencial do 6rgdo, mediante a inibicdo de desacetilases de histonas,
mecanismo amplamente conhecido de regulagcdo da expressdo génica (LEWIN,
2008).

A sequéncia de aminoacidos referente ao GB18982, mais representada no
cérebro de rainhas durante L4 (Fold-change: 3,36), codifica a quarta subunidade
do complexo promotor da anafase A. mellifera. Esta sequéncia apresenta o
dominio conservado da Superfamilia Apc4, cujos membros possuem um longo
dominio de repeticbes WD40 [NCBI Conserved Domain Search (MARCHLER-
BAUER; BRYANT, 2004; MARCHLER-BAUER et al. 2009, 2011)]. Apc4 € uma
das maiores subunidades do complexo promotor de anafase (APC, anaphase
promoting complex) ou ciclossomo.

O estabelecimento de circuitos neurais durante o desenvolvimento do
cérebro requer a formacdo de sinapses entre os neurbnios e, parte essencial
deste processo, € a diferenciacdo pré-sinaptica dos axénios. O desenvolvimento
de sinapses é regulado por uma via ubiquitina-proteossoma (DIANTONIO e
HICKE 2004; JIN e GARNER, 2008). Ubiquitina ligases atuam como reguladoras
criticas do metabolismo, do ciclo celular, do reparo de DNA, da sinalizacdo de
receptores e em resposta ao estresse (THORNTON e TOCZYSKI, 2006).

O APC é uma ubiquitina ligase E3 composta por, aproximadamente, 11
subunidades em vertebrados e 13 em fungos (GMACHL et al., 2000; YOON et al.,
2002). Assim como outras ubiquitina ligases, o APC contém uma pequena
subunidade RING-finger, chamada APC11, a qual participa da montagem de
cadeias multiubiquitinadas na presenca da enzima E2 UBC4 (GMACHL et al.,
2000; ZACHARIAE et al., 1998; LEVERSON et al., 2000).

Através da ubiquitinacdo de varias proteinas regulatérias do processo
mitotico, o APC controla importantes transicées do ciclo celular. Seus principais

alvos durante o processo mitdtico sdo as securinas inibidoras da anéafase, cuja
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destruicdo promove a separacao das cromatides irméas, e as ciclinas do tipo B, as
quais possibilitam a saida da mitose quando degradadas (PETERS, 2002;
HARPER et al., 2002). O APC inicia a reacdo proteolitica mediando a
transferéncia de residuos de ubiquitina ativada da enzima conjugadora de
ubiquitina E2 aos substratos, originando cadeias multiubiquitinadas. Estas cadeias
atuam como sinais de reconhecimento dos substratos para a sua degradacao
pelo proteossoma 26S (REED, 2003).

A Cdhl e a Cdc20 sao ativadoras especificas do APC, dependendo da
presenca de sequéncias especificas denominadas destruction (D) e KEN box, em
APCC¥20 o APCC  respectivamente (GLOTZER et al., 1991; PFLEGER;
KIRSHNER, 2000). Estudos sobre a atuacdo do APC em células em proliferacéo
mostraram que APCC™ e APC®%? controlam diferentes fases do ciclo celular.
Enquanto APC®%?° controla a transicéo do ciclo celular durante o inicio da mitose,
APC®™ atua no final da mitose e na fase G1 (PETERS, 2006). No controle da
morfogénese de axdnios de neurdnios pés-mitéticos, APC™ parece regular o
padrdo e o crescimento axonal (KONISHI et al., 2004), enquanto APC®®?° atua no
final do estadgio de desenvolvimento para promover a diferenciagdo axonal pré-
sinptica (YANG et al., 2009).

Konishi et al. (2004) constaram que o knockdown de Cdhl em neurdnios
granulares do cértex cerebelar estimula o crescimento de axbnios, mas ndo de
dendritos, em ratos. Neurbnios granulares expressando o inibidor Emil do APC
ou com Apcll inibida mostram axonios mais extensos em relacdo ao controle.
Estes resultados sugerem que a atividade ubiquitina ligase do APC®® iniba o
crescimento do axbénio. Kim e Bonni (2007) constataram que, em contraste ao
knockdown de Cdhl, o knockdown de Cdc20 prejudica seriamente o crescimento
a arborizacdo de dendritos em neurbnios granularaes primarios do cortex
cerebelar de camundongos, mas ndo apresenta nenhum efeito, ou efeito
reduzido, sobre o crescimento dos axonios.

Camundongos adultos com deplecdo de APC2 em neurfnios excitatorios
do prosencéfalo apresentam uma deficiéncia grave na capacidade de extinguir
memorias de medo, fornecendo evidéncias de que a atividade do APC no
prosencéfalo de adultos é requerida na func¢do cognitiva (KUCZERA et al., 2010).
Thornton e Toczyski (2006) constataram que a ligacdo entre Apc4 (quarta

subunidade do APC, cuja sequéncia foi encontrada por nos como
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diferencialmente transcrita em nossos experimentos), APC5, APC1, e Cdc23 é
interdependente, uma vez que a perda de qualquer subunidade leva a perda de
associacao entre as demais.

Levando-se em consideracdo a importancia da quarta subunidade na
estabilizacdo da montagem do APC e as func¢des desta ubiquitina ligase ja
estudadas em outros organismos, pode-se supor a sua atuagdo no
desenvolvimento do cérebro de abelhas. Durante a proliferacdo celular no cérebro
de castas A. mellifera, o APC estaria associado a importantes transi¢des do ciclo
celular, especificamente & passagem da metafase para a anafase e a saida da
mitose, além da manutencdo na fase G1, através da ubiquitinacdo de substratos
especificos. Uma vez que o gene APC é mais transcrito no cérebro de rainhas em
L4, haveria uma taxa de proliferacdo celular mais alta no cérebro desta casta,
contribuindo para o maior desenvolvimento desta estrutura em relagdo a de
operarias na mesma fase.

A sequéncia referente ao GB18914 corresponde a proteina hipotética de A.
mellifera localizada no LOC726167. Esta sequéncia contém o dominio
conservado Superfamilia zf-LITAF-like. Membros desta familia apresentam um
motivo C-XX-C, separado do motivo C-terminal HX-C(P) X-C-X4-G-R por uma
regido variavel de geralmente 25-30 residuos hidrofébicos [NCBI Conserved
Domain Search (MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004; MARCHLER-BAUER et
al. 2009, 2011)].

Embora pertenca a um dos grupos zinc ribbon, este dominio particular foi
inicialmente identificado no fator-alfa de necrose tumoral induzido por LPS
(LITAF), o qual é produzido em células de mamiferos tratadas com LPS. A regido
hidrofébica provavelmente se insere na membrana, reunindo os motivos C-XX-C
N- e C-terminal para formarem uma compacta estrutura de ligagdo Zn?*. Assim, e
apesar de ser encontrada em outros invertebrados, como na mosca, resta
conhecer a biologia desta molécula, particularmente no referente as suas funcdes
em insetos, e, em especial na neurogénese de abelhas (CHU et al., 2011).

A sequéncia de aminoacidos predita referente ao GB19686, super-
representada no cérebro de rainhas em L4 (Fold-change: 3,34), corresponde a
enzima GDP-D-manose 4,6-desidratase (GMDS). Esta sequéncia possui
similaridade de 75% em relagcdo ao CG17947, codificador da mesma enzima em

D. melanogaster. O GB19686 contém o dominio conservado Superfamilia
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NABD_Rossmann, uma grande familia que compartilha um dominio de ligacédo a
NAD(P)H/NAD(P)(). O dominio NADB ¢ encontrado em numerosas
desidrogenases de vias metabdlicas, tais como a glicolise.

As proteinas fucosiladas desempenham um papel essencial durante o
desenvolvimento do organismo. A fucosilacado requer GDP-fucose, como doador
de fucose, e fucosiltransferases, enzimas que catalisam a transferéncia de fucose
para glicanos ou diretamente para residuos de serinal/treonina de proteinas
receptoras (HARRIS e SPELLMAN, 1993). A GDP-fucose é sintetizada no
citoplasma, principalmente através de uma reacdo enzimética catalisada pela
GMDS. Em mamiferos, o processo de sintese pode ocorrer também por meio do
processo de recuperacao de fucose (BECKER; LOWE, 1999). Roos et al. (2002),
na busca de enzimas envolvidas no metabolismo de glicanos fucosilados em D.
melanogaster, sugeriram que, neste inseto, GDP-fucose seja formado
exclusivamente a partir de GDP-manose, tendo como catalisadoras a GDP-D-
manose 4,6-desidratase e a GDP-4-keto-6-dexosi-D-mannose 3,5-epimerase/4-
reductase.

Em seus trabalhos pioneiros, Ginsberg (1960, 1961) elucidou a via
enzimatica que converte GDP-manose em GDP-fucose. Posteriormente,
Yurchenco e Atkinson (1977) mostraram que esta é a primeira rota biossintética
para GDP-fucose. GDP-manose € convertido em GDP-fucose pela GMDS,
através da oxidacdo da manose em C-4, seguida da reducédo de C-6 a um grupo
metil, gerando a GDP-4-keto-6-desoximanose. Esta reagdo continua com a
transferéncia de um hidreto de C-4 para C-6 (OTHS et al.,, 1990) através da
ligacdo de um cofator, possivelmente o NADP* ou NAD". O intermediario formado
€ epimerisado em C-3 e C-5, para formar GDP-4-keto-6-desoxi-glucose, o qual &,
finalmente, é reduzido por NADH ou NADPH em C-4 para produzir GDP-fucose.
Um mecanismo potencial regulatorio na via padrao foi inicialmente revelado em
estudos de Kornfeld e Ginsberg (1966), os quais demonstraram que GDP-manose
4,6-desidratase foi inibida pelo produto final da via biossintética, GDP-fucose.

Em zebrafish (Danio rerio), os progenitores do nervo vago motor de
embrides mutantes do tipo towhead (twd™®®°) migram além de sua posic&o normal
na superficie do rombencéfalo, durante o desenvolvimento. O locus twd™°
codifica GDP-D-manose 4,6-desidratase, como ja mencionada, uma enzima

chave na via de fucosilacédo. Reduzidos niveis de glicanos fucosilados em twd™°
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sao reestabelecidos através da injecdo de mMRNA gmd nos primeiros estagios de
desenvolvimento celular (OHATA et al., 2009).

Com base nos achados cientificos supracitados, e considerando-se o
processo de neurogénese em A. mellifera, GMDS possivelmente atuaria na via de
fucosilacdo de substratos cruciais na indugdo do reconhecimento de alvos
especificos cujos neurbnios necessitariam atingir durante o processo de migracao
neuronal. O fato da sequéncia que codifica GMDS ser mais transcrita em rainhas
do que em operérias, ambas no quarto estagio larval, sugere o favorecimento da
neurogénese nas primeiras, uma vez que ja foi constatado que o cérebro da casta
reprodutora € mais desenvolvido na fase larval (MODA et al., em prep).

A sequéncia correspondente ao GB19966, super-representada no cérebro
de rainhas em relacdo ao de operarias em L4 (Fold-change: 3,75), apresenta
identidade com a proteina predita Y+L amino acid transporter 2-like de A. mellifera
e 0 CG1607, de D. melanogaster. O GB19966 apresenta o dominio conservado
Aminoéacido Permease.

O sistema Y+L agrupa varios transportadores de aminoacidos e foi
identificado pela primeira vez em eritrocitos humanos. Este sistema exibe duas
propriedades distintas: ele pode ligar-se e transportar aminoacidos neutros e
catidnicos, e sua especificidade varia dependendo da composigéo idnica do meio
(DEVES et al., 1998). FORRAY et al. (1995) demonstraram que o sistema L+Y se
liga e transporta varios substratos catidonicos, incluindo L-lisina, L-arginina, L-
ornitina e N-monometil-L-arginina, sendo que a afinidade é maior paraa L-
arginina. A interacdo do Sistema Y + L com analogos de amino&cidos catibnicos
é independente de Na', isto é, a substituicdo deste ion por K*, Li* ou colina ndo
afeta a taxa de transporte de forma significativa. Durante a neurogénese de
rainhas A. mellifera, a proteina correspondente ao GB19966 poderia atuar no
transporte de aminoéacidos, favorecendo o desenvolvimento do cérebro de rainhas

durante o periodo larval.

5.2 Sobre GICAT-P e sua transcricdo diferencial em cérebro de rainhas e

operérias durante o desenvolvimento larval

A sequéncia de aminoacidos referente ao GB12549, mais transcrita no

cérebro de rainhas em relagdo ao de operarias em L4 (Microarray Fold-change:
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5,55), apresenta 99% de similaridade a da enzima GICAT-P de A. mellifera. As
glicosiltransferases sdo enzimas que sintetizam oligossacarideos, polissacarideos
e glicoconjugados através da transferéncia de uma molécula de acucar, a partir
de um nucleotideo-acucar doador, para uma molécula receptora, a qual pode ser
um oligossacarideo, um lipidio ou uma proteina a ser sintetizada [NCBI
Conserved Domain Search (MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004; MARCHLER-
BAUER et al. 2009, 2011)].

A glicosilacdo € uma importante modificacdo proteica pos-traducional,
principalmente em proteinas da superficie celular, as quais desempenham
diversas fungdes celulares, incluindo o reconhecimento e a adesdo (MORITA et
al., 2008). No sistema nervoso, varios tipos celulares reconhecem e interagem
com outros para formar uma rede neural precisa. Durante este processo,
carboidratos expressos em proteinas geram diversidade estrutural de suas
proteinas carreadoras, resultando na regulacdo do reconhecimento, da interacao
e da migracao celular (KLEENE; SCHACHNER, 2004).

A GIcAT-P é uma glucuronosiltransferase, enzima capaz catalisar a
transferéncia de &cido glucurénico a uma unidade receptora (GILBERT, 2003).
Esta enzima é estritamente localizada em células neurais, sendo considerada
uma enzima-chave na biossintese do carboidrato HKN-1 (human natural killer-1),
uma forma sulfatada do acido glucurénico, caracteristicamente expressa em uma
série de moléculas de adeséo no sistema nervoso (SCHWARTING et al., 1987). A
expressdo caracteristica de HNK-1 é observada em romb6émeros (KURATANI,
1991), células migrantes da crista neural (BRONNER-FRASER, 1986) de
embribes de camundongos em desenvolvimento e em epiblastos de filhotes de
aves (CANNING; STERN, 1988).

No peixe Oryzias latipes, analises de perda de funcdo de GICAT-P
constataram apoptose massiva tanto na neuroectoderme, durante meados da
gastrulacdo, assim como na regido da cabeca, em estagios mais tardios, sendo
possivel supor que a aderéncia inadequada entre células com deplecdo da
enzima em estudo tenha conduzido ao processo de apoptose ectopica (ANZAI et
al., 2009). Quando a deplecdo de GICAT-P foi induzida em camundongos, a
consequente perda acentuada de HNK-1 no sistema nervoso destes animais
causou a diminuicdo da aprendizagem espacial e da memaria, evidenciando sua

importancia na manutencao da funcao neural (YOSHIHARA et al., 2009).
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Considerando as funcdes descritas associadas ao gene GICAT-P, seu
produto protéico participaria na via de sintese de moléculas sinalizadoras
importantes no processo de reconhecimento de alvos especificos, cujos neurdnios
necessitariam atingir e aderir durante a migracdo neuronal. Assim, uma eventual
maior atividade da enzima GICAT-P favoreceria estes processos em rainhas,
promovendo um maior e mais rapido desenvolvimento do cérebro durante o
periodo larval desta casta.

O gene GIcAT-P foi encontrado mais transcrito em cérebro de rainhas L4
do que no de operarias mediante a hibridacdo de laminas de microarrays de
oligonucleotideos, e seus niveis de transcricdo estimados por PCRg sao maiores
em cérebro de rainhas durante todo o periodo de desenvolvimento larval
estudado. Como os titulos de HJ durante este periodo sdo igualmente bem
maiores em rainhas do que em operarias (HARTFELDER; ENGELS, 1998), e
possivel que a expressdo de GICAT-P esteja sob controle deste hormdénio
morfogenético, cujo papel no controle da expansdo neural foi sugerido por
Barchuk et al. (2007).

Uma vez que a sintese de HJ encontra-se vinculada a via de sinalizacao
intracelular mediada por Tor (Target of Rapamycin; MAESTRO et al., 2009), e a
ativacdo desta € dependente da disponibilidade de nutrientes (MIRON;
SONENBERG, 2011; HOWELL; MANNING, 2011), o produto do gene GICAT-P
representaria um elo claro entre a alimentacéo diferencial e a morfogénese do
cérebro em larvas de abelhas meliferas comuns.

A acdo neurogénica de GICAT-P estaria acompanhada por atividade
semelhante do gene shot (MODA et al., em prep). Nosso grupo encontrou niveis
significativamente bem maiores de seu transcrito em cérebro de rainhas (por
PCRq e hibridacdo in situ), e a proteina foi imunolocalizada no citoplasma de
células proximas as neurdpilas do lobo antenal e proximas a células Kenyon em
cérebro de rainhas em L4 (MODA et al.,, em prep.). Em Drosophila, o produto
deste gene é requerido na extensao de axodnios, na morfogénese dos corpos

cogumelares e na proliferacéo celular (LEE et al., 2000; REUTER et al., 2003).

5.3 Sobre os transcritos mais representados no cérebro de operarias em L4
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De acordo com as analises in silico, trés dos quatro transcritos mais
representados no cérebro de operarias em relacdo ao de rainhas em L4,
apresentam numero de acesso no Official Gene Set (GB). A sequéncia predita de
aminoacidos referente ao GB10931, mais transcrita no cérebro de operarias em
L4 (Fold-change: 3,80), corresponde a proteina fosfatase 2C (PP2C). Esta
sequéncia apresenta 64% de similaridade em relacdo ao CG17746, o qual
codifica a mesma proteina em D. melanogaster. O GB10931 contém o dominio
conservado Superfamilia PP2C, uma familia de serina/treonina fosfatases
dependentes de Mn?* ou Mg?* [NCBI Conserved Domain Search (MARCHLER-
BAUER; BRYANT, 2004; MARCHLER-BAUER et al. 2009, 2011)].

Décadas de pesquisas sobre o processo de fosforilacdo reversivel de
proteinas, realizado por quinases e fosfatases, levaram a conclusdo de que este
constitui uma das principais vias de sinalizagdo e um mecanismo essencial de
regulacdo em todos os seres vivos. O conceito de fosforilacdo de proteinas surgiu
a partir da observacdo da necessidade de ATP e de uma enzima conversora,
posteriormente denominada fosforilase quinase, para a converséao in vitro de uma
fosforilase b em uma fosforilase a (FISCHER; KREBS, 1955; KREBS; FISCHER,
1956; KREBS et al., 1958). Este processo envolve a transferéncia de um grupo
fosfato de uma molécula de ATP para uma fosforilase b, resultando na formacéo
de uma fosforilase a, uma fosfoproteina (KREBS; FISCHER, 1956;
SUTHERLAND; WOSILAIT, 1955).

A modulacdo da atividade neuronal atraveés de vias extracelulares, como
por exemplo, através de fosforilases e fosfatases, € critica na manutencéo e na
adaptacdo da funcdo cerebral (WALAAS; GREENGARD, 1991). Varias vias
sinalizadoras estdo associadas a alteracdes da atividade de proteinas-alvo por
meio da fosforilagdo reversivel de residuos serina e treonina. Serina/treonina
fosfatases participam ativamente de uma da modulacdo da atividade neuronal,
sendo que todas aquelas conhecidas séo expressas no cérebro (PRICE; MUMBY,
1999). Estas fosfatases compreendem trés importantes familias de fosfatases
sendo que, uma delas, € a Familia de Proteinas Fosfatases Dependentes de
Metais. Esta familia inclui proteinas fosfatases dependentes de ions
manganés/magnésio (Mn?*/Mg®"), os quais desempenham um papel catalitico
central (SHI, 2009).
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Dentre as proteinas fosfatases dependentes de Mn?*/Mg®*, estdo as
fosfatases 2C (protein phosphatase 2C, PP2C). A PP2C representa uma grande
familia altamente conservada de proteinas fosfatases, com 16 diferentes genes
PP2C no genoma humano, os quais originam aproximadamente 22 isoformas
distintas (LAMMERS; LAVI, 2007). A funcdo primaria de PP2C parece ser a
regulacdo da sinalizacdo em resposta ao estresse, embora também atue na
diferenciacéo celular, crescimento, sobrevivéncia, apoptose e metabolismo (LU e
WANG, 2008). Alguns membros da familia PP2C, tais como PP2Ca, PP2Cf3, séao
candidatos a proteinas supressoras de tumores, enquanto outras, como PP2Cd
(também conhecida como Wipl), poderiam contribuir no processo de
transformacao oncogénica (SHI, 2009).

BARIL e THERRIEN (2006) isolaram mutacées em um gene nao essencial
denominado alphabet (alph), o qual codifica uma fosfatase serina/treonina da
familia PP2C intimamente relacionada com as isoformas PP2Ca/B em mamiferos.
Estudos mostraram que o efeito inibitério de alph sobre a sinalizacdo de SAPK
(stress-activated protein kinase) em D. melanogaster ocorre tanto durante o
desenvolvimento como sob condi¢cdes de estresse, tais como estresse oxidativo
ou genotoxico (BARIL et al., 2009. Trabalhos anteriores constataram que a ma-
regulacdo de SAPK frequentemente conduz a doencas neurodegenerativas,
disfuncbes de imunidade e cancer (MANNING; DAVIS, 2003; ZARUBIN; HAN,
2005).

Durante o desenvolvimento pos-embrionario até o terceiro estagio larval,
todas as larvas, independentemente de seu destino, recebem geleia real como
alimento. A partir de L3, as larvas destinadas a serem operarias passam a
receber uma mistura de geleia real, mel e néctar, ou seja, um alimento mais pobre
em carboidratos. Ao mesmo tempo, as futuras rainhas continuam recebendo
geleia real. Além disso, as operarias passam a receber menos alimento. Sendo
assim, esta alteracdo do tipo de alimentacdo representa um evento de estresse,
que sofrido particularmente pelas larvas de operarias. Desta forma, a diferenca
dos niveis de transcricdo do gene da PP2C no cérebro de castas A. mellifera seria
uma das respostas aos diferenciais nutricionais a partir de L3. Em operarias, a
maior transcricdo de PP2C estaria relacionada a inativacdo de substratos

importantes do processo de neurogénese, através de desfosforilagcdo, culminando
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no menor desenvolvimento do cérebro de operarias em relagdo ao de rainhas na
fase larval.

A sequéncia de aminoacidos predita referente ao GB16661 apresenta
identidade a proteina homeobox similar a aristaless (al), sendo mais representada
no cérebro de operarias em L4 (Fold-change: 5,39). Esta sequéncia apresenta
similaridade de 86% ao CG3935, codificador da mesma proteina em D.
melanogaster, e 87% em relacdo ao CG2819 (Pvull-Pstl homology 13, Pph13).
Pph13, também conhecido como munster, € um gene homedtico localizado no
braco esquerdo do cromossomo 2, muito proximo a aristaless (MISHRA et al.,
2010). O GB16661 possui o dominio conservado Superfamilia de
Homeodominios, cujos membros se ligam ao DNA, regulando a transcricdo
eucaridtica dos principais processos de desenvolvimento [NCBI Conserved
Domain Search (MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004; MARCHLER-BAUER et
al. 2009, 2011)].

Os genes homeobox codificam fatores de transcricdo com papel crucial na
embriogénese, 0s quais atuam criticamente na especificidade do posicionamento
das células, controlando a proliferacdo e a diferenciacdo destas durante o
desenvolvimento embrionario (MACLEAN II; LKINSON, 2010). A regulagéo
inadequada dos genes homeobox pode resultar em mudancas drasticas nos
programas de desenvolvimento e provocar alteracbes na identidade dos
segmentos corporais. Um exemplo notavel é a descoberta de mutacdes no gene
homeobox Antennapedia, as quais causam a transformacdo do segmento da
cabeca em um segmento abdominal que apresenta uma perna totalmente
articulada no lugar da antena em insetos voadores (POSTLETHWAIT;
SCHNEIDERMAN, 1969).

As funcbes da proteina de homeodominio Aristaless (AL) foram
inicialmente descritas em Drosophila (CAMPBELL; TOMLINSON, 1998).
Mutacdes em al, um gene homedtico altamente conservado durante a evolugao,
afetam o desenvolvimento de asas, pernas e aristas, apéndices antenais
terminais requeridos para fungcbes de audicdo e deteccdo de umidade
(GOPFERT; ROBERT, 2002; MANNING, 1967; SAYEED; BENZER, 1996). Em
vertebrados, ha uma variedade de homologos al, os quais foram classificados em
trés grupos. Ao Grupo |, pertencem genes envolvidos na morfogénese craniofacial

e esquelética, o Grupo Il contém genes que sdo expressos no sistema nervoso
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central e periférico e o Grupo Il reine genes que mediam diversas func¢des
(MEIJLINK et al., 1999).

Adicionalmente, mutacdes no gene humano ARX, um homdlogo de al em
humanos e camundongos, causam espasmos, retardo mental e epilepsia
(STROMME et al., 2002). Defeitos especificos associados a perda de funcao de
ARX incluem a migracdo e a diferenciacdo anormal de neurbnios (FULP et al.,
2008). Estudos recentes mostraram que ARX esta envolvido na proliferacdo de
neuroblastos na zona ventricular neocortical e na diferenciacdo, proliferacédo e
migracdo de interneurbnios GABAérgicos (KITAMURA et al., 2002). Da mesma
forma, o homologo de al em C. elegans esta envolvido na diferenciacdo de
motoneurdnios GABAérgicos, indicando que algumas funcdes de ARX/al possam
ser conservadas através das espécies (MELKMAN; SENGUPTA, 2005). Estudos
de seu perfil de transcricdo revelaram que este gene é necessario para a
morfogénese dos rabdémeros e deteccdo de luz, além de atuar como regulador
da expresséao génica (ZELHOF et al., 2003; MISHRA et al., 2010).

As operérias Apis mellifera forrageiam em busca de fontes de alimentos
usando seu sistema sensorial altamente desenvolvido (VON FRISCH, 1993;
SRINIVASAN et al., 2000; ESCH et al.,, 2001). O &cido gama-aminobutirico
(GABA) é o maior neurotransmissor inibitorio de sinapses no sistema nervoso de
vertebrados e invertebrados (MARTIN et al., 2001), sendo que sinapses inibitorias
sdo importantes porque permitem que diferentes efetores reajam de maneiras
diversas em relacdo a um mesmo estimulo. No cérebro de abelhas, neurdnios
GABAEérgicos sdo amplamente distribuidos por toda a area cerebral (SCHAFER;
BICKER, 1986; GRUNEWALD, 1999), e desempenham um importante papel no
processamento e na integracdo sensorial (OKADA et al.,, 2007; SACHSE;
GALIZIA, 2002). Estudos indicam que neurbnios GABAérgicos sao altamente
ativos nos lébulos épticos de abelhas forrageiras (KIYA; KUBO, 2010).

A sequéncia correspondente ao al foi encontrada como diferencialmente
transcrita no cérebro de rainhas e operarias em L4, sendo mais representada em
operarias. Uma vez que operarias A. mellifera apresentam varias facetas de olhos
compostos e 0s neurdnios GABAérgicos desempenham func¢des essenciais na
memo©éria olfatéria e na integragdo sensorial, a regulacdo positiva de proteinas

relacionadas a al poderia permitir o desenvolvimento de estruturas nervosas
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fundamentais de importantes caracteristicas de operarias adultas, como o
forrageamento e a comunicacao.

Mesmo o cérebro de operérias apresentando um desenvolvimento menor
em relacdo ao de rainhas durante o periodo larval (MODA et al., em prep.), apos
este periodo, ocorre o inverso, e as operarias passam a apresentar esta estrutura
mais desenvolvida, possibilitando a realizagéo de tarefas mais diversificadas do
que as rainhas durante a fase adulta. O fato de este gene ser mais transcrito em
operarias ja na fase larval pode estar relacionado ao maior desenvolvimento do
cérebro de operérias forrageiras, particularmente da &area representada por
neurdnios GABAérgicos, em fases posteriores.

5.4 Sobre os transcritos diferencialmente representados sem numero de

acesso em bases de dados

Quatro dos 16 TDR, dois em operéarias e dois em rainhas, ndo foram
amplamente analisados in silico devido a ndo associacdo a nenhum numero de
acesso no Official Gene Set (GB). Estes sédo designados por BB160007B10F02.5,
BB170027A10E09.5, BB170032B20H12.5 e DB746346. A anotacdo destas
sequéncias através da ferramenta Artemis mostrou que estdo localizadas nas
proximidades de ORFs (Open Reading Frames). Estas sequéncias podem
corresponder a transcritos com eventuais funcées reguladoras (LEWIN, 2008).
Amaral e Mattick (2008) demonstraram que os ncRNAs regulam a expressao
génica durante o desenvolvimento. Dentre os tipos de ncRNAs estdo os miRNAs
(microRNAs). Estudos mostraram que a modulacdo por miRNAs tem uma
associacao significativa com os mecanismos de regulacdo hormonal de insetos
(SEMPERE et al., 2003; LIU et al.,2007; YU et al., 2008). Experimentos realizados
com A. mellifera apontaram que a expressao de miRNAs é espaco-temporalmente
controlada e estas moléculas atuam como reguladoras da expressdo génica
durante o desenvolvimento da abelha melifera (CHEN, 2010).

Isto sugere que, em determinadas fases do desenvolvimento pos-
embrionario (larva e pupa) deste inseto, alguns miRNAs se expressam mais que
outros, 0 que garante a regulacéo diferencial de genes entre as fases. No caso do
presente estudo, a alimentacao diferencial poderia ser a responséavel por induzir a

transcricdo diferencial de miRNAs no cérebro de rainhas e operéarias, 0os quais
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controlariam genes alvo com atividades estruturantes, promovendo, assim, O

desenvolvimento diferencial do cérebro entre rainhas e operarias de A. mellifera.
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6 CONCLUSAO

o Dado que as func¢des, preditas ou demonstradas em outros sistemas
biolégicos, dos produtos dos transcritos mais representados em rainhas no quarto
estagio larval (L4) estdo associadas a proliferacdo celular, fasciculacdo e ao
estabelecimento de conexdes neurais, nossos resultados sugerem que O0S
produtos de tais TDRs (particularmente GICAT-P) sédo responsaveis pelo maior
desenvolvimento do cérebro de rainhas em relacdo ao de operéarias durante o
periodo larval.

Anteriormente, nosso grupo mostrou que o maior desenvolvimento do
cérebro em rainhas durante o desenvolvimento larval encontra-se associado a
maior atividade de, pelo menos, o gene shot. Estes resultados, em conjunto,
indicam que GICAT-P e shot desempenham um papel fundamental na
morfogénese do cérebro de rainhas durante o desenvolvimento larval.

. Por outro lado, a proteina fosfatase 2C, mais transcrita no cérebro de
operarias em L4, atuaria em resposta ao estresse ocasionado pela alteracao da
dieta a partir do terceiro estagio larval. Faria isto regulando negativamente
proteinas quinases controladoras da expressdo de genes downstream,
resultando, assim, na reducdo do ritmo de desenvolvimento do cérebro desta
casta durante a segunda parte do periodo larval.

. Aristaless, outro gene mais transcrito no cérebro de operarias em L4
atuaria no desenvolvimento de células dos olhos e de neurbnios GABAEérgicos
(al), caracteres essenciais para o trabalho de operarias adultas forrageiras,
indicando que estas carateristicas comegam a se desenvolver na fase larval.

o Ambos sistemas, o encontrado em rainhas (GICAT-P e shot) e o
encontrado em operarias (PP2C e al), atuando em conjunto, seriam o0s
responsaveis por mediar a acdo nutricional sobre o desenvolvimento diferencial

do cérebro de castas de A. melifera durante o periodo larval.
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ANEXOS

A) Script utilizado na plataforma R (script)

# R SCRIPT FOR NORMALIZATION AND PRINT REPORT OF MICROARRAY
ANALYSIS

setwd ("C:/Documents and Settings/Administrador/Desktop/Resultados
MICROARRAY/SCRIPT NORMAL")

getwd()

library("limma")

targets <- readTargets("targets.txt")

RG <- read.maimages(targets$FileName,
columns=list(Rf="CH1I",Gf="CH2I",Rb="CH1B",Gb="CH2B"))

spotTypes <- readSpotTypes("spottype_BeeOligo120406.txt")

RG$genes <- readGAL(galfile="BeeOligo120406.txt")
RG$printer <- getLayout(RG$genes)

RG$genes$Status <- controlStatus(spotTypes, RG)

#PLOT SLIDES BACKGROUND IMAGES

png("graf_redbackground.png")
imageplot(log2(RG$RbI[,1]), RG$printer, low="white", high="red")
dev.off()

png("graf_greenbackground.png")
imageplot(log2(RG$Gb[,1]), RGS$printer, low="white", high="green")
dev.off()

#BACKGROUND CORECTION

RGb <- backgroundCorrect(RG, method="normexp", offset=50)
png("graf_RGbackground.png")

plotMA(RGb)

dev.off()

png("graf_RGb_densities.png")
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plotDensities(RGb)
dev.off()

#NORMALIZATION FOR IMBALANCES IN RED/GREEN DYES (VARIATION IN
SPOT AND SPATION POSITION)

MA.w <- normalizeWithinArrays(RGb)

png("graf_ MAw.png")
plotMA(MA.w)
dev.off()

png("graf_ MAw_tip.png")
plotPrintTipLoess(MA.w)
dev.off()

png("graf_ MAw_box.png")
boxplot(MA.w$M~col(MA.w$M),names=colnames(MA.w$M))
dev.off()

png("graf_MAw_densities.png")
plotDensities(MA.w)
dev.off()

#NORMALIZATION FOR IMBALANCES IN RED/GREEN DYES (VARIATION IN
SPOT INTENSITY AND SPATION POSITION)
MA.b <- normalizeBetweenArrays(MA.w)

png("graf_MAb.png")
plotMA(MA.b)
dev.off()

png("graf_MAbackground.png")
imageplot(MA.b$M[,1], RG$printer, zlim=c(-3,3))
dev.off()

png("graf_MADb_tip.png")
plotPrintTipLoess(MA.b)
dev.off()

png("graf_MAb_box.png")
boxplot(MA.b$M~col(MA.b$M),names=colnames(MA.b$M))
dev.off()

png("graf_MADb_densities.png")
plotDensities(MA.b)
dev.off()

save(RG, file="RG.RData")
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save(MA.w, file="MA.w.RData")
save(MA.Db, file="MA.b.RData")

#SET REFERENCE

design <- modelMatrix(targets, ref="OpL4")
cor <- duplicateCorrelation(MA.b, ndups=2, spacing=1)
fit <- ImFit(MA.b, design, ndups=2, correlation=cor$consensus.correlation)

png('graf_MA_fit.png")
plotMA(fit)
abline(0,0,col="blue")
dev.off()

fit <- eBayes(fit)

png("graf_qqgt_ebayes.png")

qqt(fitst,df=fit$df. prior+fitddf.residual,pch=16,cex=0.2)
abline(0,1)

dev.off()

topl0 <- topTable(fit, n=350, adjust="fdr")
write.table(top10, "toptable.dat")

png("graf_MA_toptable.png")

plotMA(fit)

ord <- order(fit$lods,decreasing=TRUE)

top <- ord[1:30]
text(fitbAmean]top],fitbcoef[top],labels=fitgenes[top,"Name"],cex=0.8,col="blue")
dev.off()

png('graf_volcano.png")
volcanoplot(fit,coef=1,names=fitpgenes$Name,main="0Op X Ra")
dev.off()

ou

png(paste("graf_volcano.png"))
volcanoplot(fit,coef=1,names=fitfgenes$Name,xlab="Log2(Fold-Change)",
ylab="-log10(P-Value)", pch=16, cex=0.35, main="OpL4 X RalL4")
abline(v=c(-1,1), col="blue")

abline(h=-log(0.05,10), col="red")

dev.off()
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B) Sequéncias nucleotidicas presentes nas laminas de microarray que
hibridaram diferencialmente amostras de RNA de rainhas e operarias

GB16661-RA
ATCAAGTCCGGGAAGTGAAGATAGGCAATCAACTGGAGTCGGTAAAAGAAAA
CAGCGCAGATATCGTAC

GB11875-RA
AGAATCAACAAACACTTTTGGCAAATGTGACTGCACTAGCTATAGCTATCTTG
CCTTAAGCGTCATTCT

GB10931-RA
AATGCTATTCCACTTAGTCGTGATCATAAACCAACATTGAAGGATGAACGTGA
AAGGATTGAGGCTGCT

DB746346
ACTGTTATCGAACTCTTTGGAACACTTGGAAAAAAAGACAAAACGTTTCTCTCT
TCCTCCTTCTACGAG

BB170027A10E09.5
CGATCGATGCTGAGAAAAAACACAATTTTTCACGACGTAAGGCGAAAGGATAA
GAAGGCGAATAGGGAG

GB19686-RA
TACGTACCTGTGGCCTTGAAAAATCTGTTAAATTTTACCATGCATCAACATCTG
AACTTTATGGCAGGG

GB18982-RA
TCGTGTTAGTCAACAAGAGTTAACATTTATTGCTGAATTCTTACGCGGCTTTGA
TAAAACTGAGCCCGG

GB19966-RA
TCCCCATAATCTACATCCTCGCAACCCTTTTTGTAACAATTGTACCCATGTATG
CCAGTCCTGTGGAAA
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GB11706-RA
AAAGAACAAGAAGACTCTCAAAGAGATGAGCCATCTTCTCAAGGTGAAACAAA
TTTGATGCGACGAAAT

BB170032B20H12.5
CAAGCTCGCATCATGACAATTAAGGAAGATACTTCAGGAATTGTCTGCTGTTA
TTTGCCTTCTGCTTTC

BB160007B10F02.5
ACCGGCATATCCTCGACCGTCACCTTCTACTTTTTACCTTCGGTCTCCTTCAC
TCGCTGTAC

GB12021-RA
TTAGTGGGTTTCAAACGAAGGGGAATGCTTGTCAATCATTTAGCAAAACGACA
TCCAGATGTTGCACCA

GB12545-RA
AGTGCGCAAACTGGTGAACATGGTGTTGATGAATATCCAGAAATAAGTGGTAT
TACTACAGCTCGTGAA

GB12549-RA
GTCGGCCAGAACAAATACCGGAACTCACCAGGATGTCGCATACTTTAATGTT
GGTAAAGAATGTTCACT

GB15759-RA
GATCCCAGCCCATTCGTTAGAAATTCTTTTTGGGGAATGTCGATTGGAATGGT
GATGACGTGGTTACAC

GB18914-RA
CACCGAATTATTCTGGGCCCAGCGAATCTATGCCACAACCACAGACACAATAT
AATGCAAATCCGAATG



