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RESUMO

O desenvolvimento do cérebro é influenciado por ambos os fatores genéticos e ambientais.
Entre os Gltimos, a dieta tem sido considerada de um papel fundamental. Demonstramos
recentemente que em abelhas, larvas de rainha, que sdo alimentadas com grandes quantidades
de geléia real, experimentam o maior e mais rapido desenvolvimento do cérebro do que as de
operarias. Também mostramos que esta morfogénese diferencial é evidente a partir do 4°
estagio larval (L4). Esta constatacdo implica que uma grande ingestdo de alimento impulsiona
o desenvolvimento do sistema nervoso. Estudos recentes mostraram que a composicdo de
geleias real e de operéria diferem entre si, levando a diferencas no padrdo da expressao
génica. Alguns miRNASs sdo mais abundantes na geléia de operarias que na geleia real durante
0 desenvolvimento larval inicial, sugerindo um papel para estas pequenas moléculas na
determinacdo de castas. Como ndo ha diferencas morfoldgicas entre cérebro de rainhas e
operarias antes de L4, a hipdtese € de que as primeiras diferencas observadas sao
molecularmente promovidas no inicio do desenvolvimento. Neste estudo temos o objetivo de
identificar genes que respondem a alimentacdo em cérebros de rainhas e operarias na fase
larval L3. Utilizando sequienciamento de nova geracdo (RNA-Seq) identificamos 60 genes
diferencialmente expressos (GDEs), 31 mais expressos em operarias e 29, em rainhas. Os
produtos de sete transcritos super-expressos em rainhas ja foram associados com atividade
neuronal: aromatic-L-amino-acid decarboxylase-like, Spatzle-2, three serine proteases (SP25,
SP33 and SPHA41), apolipoprotein D-like, and forked. Oito dos genes super-expressos em
operarias estdo envolvidos na inibigdo de proteinas que promovem desenvolvimento cerebral
ou sdo importantes para o desenvolvimento de caracteristicas desta casta: chymotrypsin
inhibitor-like, chymotrypsin inhibitor, GB51989 (dominio conservado pacifastin), trés
hexamerinas (hex-110, -70c e -70b) e citocromo P450 9Q1 e nesprin 1-like. Além disso, doze
genes, dos 60, estdo localizados no cromossomo 15, sugerindo a co-regulagéo deste grupo de
genes. Analises da complexa rede sugere que muitos dos DEG sdo alvos de miRNAs
presentes nas geleias, portanto, fazem parte de uma complexa via que leva ao

desenvolvimento do difenismo observado no cérebro em castas de abelhas.
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ABSTRACT

Brain development is driven by both genetic and environmental factors. Among the latter, diet
has been considered to play a key role. We have recently shown that in honeybees, queen
larvae, which are fed on copious amounts of royal jelly, experience larger and faster brain
development than workers. We have also shown that this differential morphogenesis is
evident from the 4th larval (L4) stage on. This finding implies that a high nutritional input
drives nervous system development. Recent studies have shown that the composition of royal
and worker jellies differs, leading to differences in gene expression patterns. Some miRNAs
are more abundant in worker jelly than in royal jelly during early larval development,
suggesting a role for these small molecules in caste determination. Since there are no
morphological differences between queens’ and workers’ brain before L4, we hypothesized
that the first observed differences are molecularly promoted early in development. Herein we
aimed at identifying nutritionally-responsive genes in brains of queens and workers at the 3rd
larval stage. Using RNA-Seq, we identified 60 differentially expressed genes (DEG), 31
upregulated in workers and 29 in queens. Among the genes upregulated in queens, seven are
known to be associated to neuronal activity: aromatic-L-amino-acid decarboxylase-like,
Spatzle-2, three serine proteases (SP25, SP33 and SPH41), apolipoprotein D-like, and forked.
Eight out of 31 genes upregulated in workers have functions associated to brain growth
impairment or are relevant for the development of caste-specific traits: chymotrypsin
inhibitor-like, chymotrypsin inhibitor, GB51989 (with a pacifastin conserved domain), three
hexamerins (hex-110, -70c and -70Db), cytochrome P450 9Q1 and nesprin 1 -like. In addition,
twelve genes, out of the 60, are located on chromosome 15, thus suggesting co-regulation of
this group of genes. Complex network analysis suggests that many of the DEG are targets of
MIiRNAs present in the jellies and, thus, are part of a complex pathway leading to the

development of the observed brain diphenism in honeybee castes

Keywords: Apis mellifera. Neurogenesis. Brain. Food. Gene expression.
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1 INTRODUCAO

1.1 O MODELO A. MELLIFERA

Insetos sociais sdo os principais exemplos de polifenismo induzido pelo ambiente.
Dentre os insetos sociais a abelha Apis mellifera (Hymenoptera, Apidae) é considerada um
dos mais interessantes modelos de estudo em Biologia, principalmente pela existéncia de
sistemas altamente eficientes de divisdo do trabalho (WILSON, 1971, 2008) e também por
possuir memoria bem desenvolvida e alta capacidade de aprendizado, além de um sistema de
orientacdo espacial sofisticado (MENZEL, 1985; MENZEL; GREGGERS; HAMMER, 1993;
HORRIDGE, 2009; SRINIVASAN, 2011).

As abelhas sdo insetos holometabolos, uma vez que apresentam metamorfose
completa. Apds o periodo embrionario, ocorre a eclosdo das larvas, as quais passam por
quatro mudas. Estas mudas designam cinco estagios larvais (L1 a L5), sendo caracterizados
por intensa alimentacdo e crescimento. Apds o periodo larval, a ontogénese prossegue com
uma muda metamorfica, dando inicio ao periodo pupal, quando os individuos ndo se
alimentam e ocorre a substitui¢cdo dos tecidos larvais por tecidos adultos. Todas estas grandes
transicBes no desenvolvimento sdo governadas por ecdisterdides, cujos titulos sdo bastante
altos durante o periodo pupal (Figura 1). Na fase adulta, as abelhas desempenham funcées
especificas, havendo sobreposicdo de geracOes, cuidado cooperativo da prole e divisdo do
trabalho reprodutivo, caracteristicas das organizagdes eussociais (WILSON, 1971). Apenas
um tipo de macho é observado na colonia, sendo denominado zangdo, cuja unica funcéo é
fecundar a rainha durante o véo nupcial.

As larvas fémeas se diferenciam em castas, operarias ou rainhas, dependendo do tipo
de dieta que recebem (BEETSMA, 1979). As rainhas sdo férteis, maiores e de maior
longevidade, enquanto as operarias sdo facultativamente estéreis e executam tarefas de
manutencdo da colbnia, tais como: cuidado com a prole, limpeza, forrageamento e guarda
(PAGE; PENG, 2001).

A rainha p6e ovos fecundados que podem produzir tanto larvas de rainha ou larvas de
operéaria, ambas diploides (n=32), bem como alguns ovos ndo fertilizados haploides (n=16)
que se desenvolvem em zangdes (WINSTON, 1987). Sendo, portanto, o sistema de

determinacdo do sexo em A. mellifera haplo-dipldide. O desenvolvimento embrionario tem a



11

duracdo de trés dias. As larvas que eclodem dos ovos, até o estagio L3, sdo todas alimentadas
com geleia real, substancia secretada pelas glandulas hipofaringeanas e mandibulares de
operarias adultas jovens (PIERRE, 1981). A partir de entdo, a alimentacdo passa a ser casta-
especifica e € onde reside a base nutricional para o surgimento de organismos, sistemas
nervosos e comportamentos diferentes a partir do mesmo genoma. Dessa forma, a trajetoria
de desenvolvimento de uma larva fémea em rainha ou operaria é inicialmente flexivel e
depende da qualidade e quantidade do alimento que ela recebe. Este exemplo representa

atualmente o maximo em flexibilidade de desenvolvimento em qualquer Filo.

ueens

2
Workers

Ecdysteroids

~
~ N.Queens
Workers

L1 L2 L3 L4 L5

Profiles rom Hartfelder and Emlen, 2006

Figura 1 - Perfis hemolinfaticos dos hormonios ecdisteréides e horménio juvenil (JH)
durante o desenvolvimento p6s-embrionario de castas de Apis mellifera.
Fonte: Barchuk et al. (2007)

Qualquer larva selecionada para o papel de uma futura rainha é alimentada com
grandes quantidades de geleia real. Em contraste, as larvas destinadas a se tornar operarias sao
alimentadas com uma mistura de geleia real, mel e pdlen, denominada “geleia de operéaria”
(MICHENER, 1969). A geleia real difere da “geleia de operaria” pela quantidade de secregdo
de cada glandula das operarias, afetando sua composicao. 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 secre¢cdes (ASENCOT; LENSKY, 1988). A
geleia real é um alimento rico em carboidratos, vitaminas do complexo B, minerais, proteinas,
lipidios e sais minerais (BENITEZ, 2000).

Neste inseto altamente eussocial, a alimentagdo diferencial de larvas destinadas a ser
rainha ou operaria, nos primeiros estagios larvais, desencadeia uma resposta enddcrina
importante, marcada por diferencas pronunciadas nos titulos de horménio juvenil (HJ) na
hemolinfa, sintetizado 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
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(Figura 1), as larvas que originardo cada casta seguem linhas distintas de desenvolvimento,
pela ativacdo de diferentes redes génicas. Em A. mellifera entre o terceiro e o inicio do quinto
estagio larval os titulos de HJ sdo mais altos em rainhas do que em operérias (RACHINSKY
etal., 1990; HARTFELDER; ENGELS, 1998). O HJ é considerado o fator enddgeno decisivo
que induz o desenvolvimento de larvas de abelhas A. mellifera em rainha (RACHINSKY;
ENGELS, 1995).

1.2 DIFERENCIACAO DE CASTAS EM A. MELLIFERA

A disponibilidade da sequéncia do genoma de A. mellifera (A Honey Bee Genome
Sequencing Consortium, 2006) facilitou as abordagens genémicas para investigar fatores
moleculares e mecanismos subjacentes a organizacdo social e estabeleceu firmemente a
abelha como um organismo modelo para tais estudos (ROBINSON et al., 2005). A partir de
resultados de andlise da expressdo génica diferencial durante o periodo critico do
desenvolvimento de operérias e rainhas, obtidos mediante hibridacdo de microarrays de
cDNA, nosso grupo propds o primeiro modelo para a diferenciacdo de castas em A. mellifera
(BARCHUK et al., 2007; ver Figura 2). Neste, a informacdo nutricional é reconhecida pelo
sistema nervoso estomatogastrico da larva e transmitida ao cérebro e ao sistema enddécrino,
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). Outro 6rgéo sensivel, o corpo gorduroso,
recebe a informacéo do estado nutricional através da hemolinfa. Em futuras rainhas, mediante
a acdo promotora da geleia real, esta via resulta em altos niveis de ativacdo dos sistemas
insulina/IGF e TOR, o que aumenta os niveis de sintese de HJ nos CA (ver recente trabalho
de CAMERON; DUNCAN; DEARDEN, 2013, que mostra a super-expressdo de genes da via
de sintese em rainhas), e pode disparar o caminho de comunicacdo sistémica mediada por
ALS (subunidade acido-labil) 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).
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Figura 2 - Modelo geral da diferenciacdo de castas em Apis mellifera. A espessura da flecha indica o nivel de
acdo relativa ao fator considerado.
Fonte: BARCHUK et al., 2007.

Como resultado dos altos titulos de HJ em rainhas, a expressdo de genes
fisiometabdlicos é regulada positivamente e, em conjunto com 0s nutrientes provenientes da
geleia real, determinam o padrdo de crescimento corporal. Neste modelo, a regulagéo 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). De maneira interessante, estudos
feitos em Blattella germanica mostraram uma relagdo funcional entre atividade de Tor e
sintese de HJ (MAESTRO; COBO; BELLES, 2009), o qual explicaria os elevados niveis de
expressao de tor em larvas de rainhas e os simultaneos altos titulos deste horménio.

O HJ parece atuar determinando dois tipos de alteracbes no padrdo de
desenvolvimento: alteracGes de aquisicdo, que determinam um maior crescimento corporal da
larva ou de campos especificos, especialmente dos ovarios, e alteraces de perda de estruturas
especificas, como o 6rgéo coletor de pdlen e as glandulas de cera (BARCHUK et al., 2007;
BOMTORIN et al., 2012; MEDVED; HUANG; POPADIC, 2014). Além disso, o HJ &,
provavelmente, o controlador da expansdo do desenvolvimento neural, especificamente dos
corpos cogumelares, resultando em um cérebro proporcionalmente maior em rainhas quando
comparado ao de operarias na fase larval (MODA et al., 2013). A regulacdo da sintese de HJ
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em abelhas pode ter ainda a participacdo de outra via, a 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 diferenciagdo 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 reducdo do tempo de desenvolvimento e no aumento dos titulos de HJ.

Mais de uma via de regulacdo parece, assim, participar dos processos de diferenciagao
de castas em A. mellifera. Em 1974, Rembold et al., em uma corrida pela identificagdo do
“determinador” de castas, conseguiram isolar da geleia um composto pequeno e hidrofilico,
que poderia ser o responsavel pelo desenvolvimento de rainhas. De maneira interessante,
recentemente foi demonstrado que as diferencas nos tipos de geleia oferecida a larvas de
rainhas e operérias estendem-se ao conteddo de moléculas que atualmente estdo sendo
bastante estudadas, 0 miRNA, uma molécula pequena e hidrofilica. As geleias de rainhas e
operarias possuem diferentes perfis quantitativos e qualitativos destas moléculas,
participando, também, na regulacdo dos eventos de desenvolvimento que levam a
diferenciacéo de castas (SHI et al., 2012; GUO et al. 2013).

1.3 O SISTEMA NERVOSO E A NEUROGENESE DE A. MELLIFERA

As estruturas cerebrais de abelhas sdo bem estabelecidas, sendo que 0s primeiros
relatos datam do século XIX (KENYON, 1896; MOBBS, 1982). Dentre as espécies que nao
possuem neurogénese adulta (FAHRBACH; STRANDE; ROBINSON, 1995), as abelhas séo
insetos com um sofisticado sistema de orientacdo espacial, apresentando memodria e
capacidade de aprendizado bem desenvolvidos, sendo estas caracteristicas associadas as
estruturas cerebrais (MENZEL, 1985; MENZEL; GREGGERS; HAMMER, 1993;
HORRIDGE, 2009; SRINIVASAN, 2011). Somando estes fatos, as abelhas A. mellifera séo
organismos ideais para estudos sobre o desenvolvimento do cérebro.

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 corddo nervoso ventral com trés ganglios
no torax e oito no abdémen, todos unidos (NIVEN; GRAHAM; BURROWS, 2008).
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O cérebro de A. mellifera consiste em trés regides principais: 0 protocérebro,
deutocérebro e o tritocérebro (Figura 3). O deutocérebro abriga os I6bulos dorsais e 0s
antenais, 0s quais contém, aproximadamente, 160 glomérulos e recebem informacoes
sensoriais dos receptores olfativos das antenas. A partir dos lobos dorsais, principalmente, séo
projetadas as fibras mecanossensoriais (SUZUKI,1975; SNODGRASS, 1984). O tritocérebro
é composto por dois Iébulos bilaterais, relativamente pequenos, na base do cerebro. Tais
I6bulos séo conhecidos por terem conexdes sensoriais e motoras com o aparelho bucal 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 lobulos dpticos, o complexo central e um par de corpos
cogumelares. Os I6bulos épticos recebem e processam informacdo sensorial a partir dos olhos
compostos. O sistema de quimica sensorial é representado pelos lébulos antenais
posicionados ventralmente aos l6bulos do protocérebro. As saidas principais dos lobulos
antenais para o cérebro central ddo-se por neurbnios de projecdo, visando 0s corpos
cogumelares e um subcompartimento do protocérebro, o corno lateral (BRANDT et al.,
2005). O complexo central conecta e coordena a informacdo de ambos os hemisférios
cerebrais e estd supostamente envolvido no controle motor. Ele compreende um grupo de
neuropilas no centro do cérebro, sendo formado pela ponte protocerebral e o corpo central. O
corpo central, por sua vez, € subdividido em superior, inferior e um par de nd6dulos
(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 informagdo olfatéria (DAVIS, 2001; GERBER; TANIMOTO;
HEISENBERG, 2004), estando também envolvidas em outras formas de aprendizado (LIU et
al., 1999; MIZUNAMI; WEIBRECHT; STRAUSFELD, 1993). Cada corpo cogumelar é
formado por aproximadamente 170.000 células Kenyon, neur6nios intrinsecos dessa estrutura
(KENYON, 1896). As suas arborizagbes dendriticas originam neuropilas dispostas
concentricamente formando os calices medial e lateral. Cada calice é dividido em trés
subcompartimentos, denominados labio, colar e anel basal (RYBAK; MENZEL, 1998;
STRAUSFELD, 2002), os quais recebem impulsos sensoriais processados das regides optica
e olfatoria do cérebro e impulsos mecanossensoriais da cabeca. Projecdes axonais das células
de Kenyon originarias dos céalices projetam feixes para o0 mesencefalo, formando assim o

pedunculo e os lobos verticais e medial dos copos cogumelares (STRAUSFELD, 2002).
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Figura 3 - Desenho esquematico dos trés principais compartimentos do cérebro de A. mellifera.
O protocérebro contém os l6bulos épticos, a lamina (La), a medula (Me) e o 16bulo
(Lo), um par de corpos cogumelares (MB) e o complexo central (CB). Cada corpo
cogumelar consiste em um célice lateral e um calice mediano (Ca), 0s quais sdo

conectados aos 16bulos a (o) € B (B) pelo pedunculo. O 16bulo antenal (AL) € parte
do deutocérebro, o qual contém o lobo dorsal (ndo mostrado). O tritocérebro (ndo

mostrado) € composto por dois pequenos lébulos laterais na base do cérebro.
Fonte: CHITTKA; NIVEN, 2009.

A estrutura dos corpos cogumelares é primeiramente determinada pela morfologia das
células Kenyon, que sdo o0s neurdnios intrinsecos 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 localizacdo de seus corpos celulares (MOBBS,
1982). Cada uma dessas subpopulacfes € gerada em periodos distintos do desenvolvimento
dos corpos cogumelares (FARRIS; SINAKEVITCH, 2003; MODA et al.,2013, FIGURA 4).
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Figura 4 - Cérebro de operaria (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: célices (Ca) e pedinculos (Pe), e
lobos antenais (AL) bem mais desenvolvidos em rainhas.

Fonte: MODA et al., (2013).

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 o cérebro de rainhas apresenta uma area maior de neuroblastos
em relacdo ao cérebro de operarias durante o ultimo 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., 2013).

Embora algumas poucas células menores estejam associadas aos grupos de
neuroblastos nos dois primeiros estagios, um grande nimero de células-mdes ganglionares
(GMCs) aparece inicialmente em L4. GMCs com fusos mitdticos 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 migram para a superficie do grupo e dividem-se e as novas
células Kenyon deslocam as células nascidas anteriormente para longe do centro. Ceélulas
Kenyon movem-se, de maneira preferencial, dorsalmente e externamente, como uma
consequéncia das diferentes posi¢des dos grupamentos de neuroblastos relativas a neuropila
dos corpos cogumelares. O resultado neste caso € um arranjo concéntrico de corpos de células

Kenyon associado a cada calice de corpos cogumelares adultos (FARRIS et al., 1999).
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A neuropila 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; FAHRBACH; ROBINSON, 1993, 1995; DURST; EICHMULLER; MENZEL,
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., 2013).
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; FAHRBACH,;
ROBINSON, 1993; FARRIS; ROBINSON; FAHRBACH, 2001).

Sistemas nervosos geram e controlam o comportamento. Comportamentos mais
elaborados devem, portanto, exigir cérebros ou componentes do cérebro mais complexos e/ou
maiores. Visto isso, operarias adultas necessitam de um cérebro mais desenvolvido que o da
rainha, para que possa realizar todas as complexas tarefas exigidas para sua casta de
manutencdo da coldnia. Ao maior desenvolvimento do cérebro de rainhas durante o periodo
larval seguem extensivos eventos de morte celular durante o segundo estadgio do
desenvolvimento pupal (MALUN, 1998; GANESHINA; SCHAFER; MALUN, 2000;
MALUN; MOSELEIT; GRUNEWALD, 2003). Estes eventos tornam o cérebro dos
individuos desta casta proporcionalmente menos desenvolvido que o da operéria, 0 que seria
um dos motivos das relacGes cérebro/corpo e tamanho dos corpos cogumelares/cérebro
caracteristicas de operarias adultas (MICHENER, 1974).

1.4 AMBIENTE E NEUROGENESE

A plasticidade fenotipica é a capacidade de um Gnico gendtipo produzir mais de um
fendtipo, a nivel morfoldgico, fisiolégico e/ou o comportamental em resposta as condicdes
ambientais (WEST-EBERHARD, 1989). Por muito tempo se acreditou que o cérebro ndo era
uma estrutura plastica, sendo fixo e imutavel (KANDEL, 2006). Até as ultimas décadas
pensou-se que a neurogénese estava presente apenas no periodo critico de desenvolvimento, e
que durante a vida adulta de mamiferos o cérebro ndo seria capaz de formar novos neurénios.

Porém, mais recentemente, trabalhos demonstraram que os cérebros de camundongos,
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macacos, homens, e inclusive vertebrados ndo mamiferos, como passaros, possuem células
proliferativas que migram, se diferenciam, estendem axdnios, formam novas conexdes e
expressam proteinas marcadoras de células nervosas (ERIKSSON et al., 1998; GAGE, 2000;
CHAPOUTON; JAGASIA; BALLY-CUIF, 2007). Genes associados a neurogénese adulta
foram identificados mediante abordagens genémicas em varios vertebrados, particularmente
em camundongos e ratos (GETCHELL et al., 2005; KEMPERMANN et al., 2006; LOUA et
al., 2008; WU et al., 2009).

Uma variedade de fatores enddgenos, como dominancia social, ambientes favoraveis
ou mesmo a mudanca de ambiente, induzem as células tronco nervosas do cérebro de
camundongos adultos, e até mesmo de alguns insetos, como o grilo, a se multiplicarem,
aumentarem de tamanho e o nimero de sinapses (VAN PRAAG; KEMPERMANN; GAGE,
2000; CAYRE et al., 2007; WU et al., 2009). Este fendmeno parece ser mediado, em alguns
casos, pela producdo de neurotrofinas, e, em outros, pelo aumento da sobrevivéncia celular,
aumentando o numero de novos neurdénios (NILSSON et al.,, 1999; LEE; SEROOGY;
MATTSON, 2002; MOLTENI; YING; GOMEZ-PINILLA, 2002; KOZOROVITSKIY;
GOULD, 2004). O exercicio voluntario aumenta significativamente a proliferagdo de células
progenitoras do hipocampo e do numero total de neurdnios recém-nascidos em grilos,
camundongos e ratos (VAN PRAAG; KEMPERMANN; GAGE, 1999; ZHAO et al, 2006;
LOUA et al., 2008), e também regula a retrotransposicdo de L1 em células progenitoras
neuronais e em neurdnios maduros, o que afetaria a expressdo de genes neuronais,
contribuindo para a plasticidade neuronal (MUOTRI et al., 2009)

Estudos recentes demonstraram que as interacBes sociais (como acasalamento,
gestacdo, interacdo com a prole) também modulam a neurogénese adulta e esta modulagao
varia dependendo do tipo de estimulo social, regido do cerebro, fase de neurogénese adulta e
da espécie (LIEBERWIRTH; WANG, 2012).

Embora o alimento tenha sido classicamente percebido como um meio para obter
energia e materia-prima para a sintese de estruturas necessarias para o corpo, a sua capacidade
de influenciar a neurogénese esta comecando a ser reconhecida. Em particular, pesquisas dos
altimos anos, apresentaram diversas evidéncias da influéncia de fatores nutricionais sobre
especificos sistemas e mecanismos moleculares que medeiam o desenvolvimento do cérebro.
Pesquisas realizadas por Lee, Seroogy e Mattson (2002) demonstraram que uma reducdo na
ingestdo de calorias de 30-40% aumenta a neurogénse hipocampal adulta em roedores, e que
esta alimentacdo restritiva muda a expressao génica no hipocampo. Estes genes de expressao
alterada seriam responsaveis pelo aumento dos niveis de fatores neurotréficos como BDNF
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(fator neurotrofico derivado do cérebro) e neurotrofina-3 responsaveis pela proliferacdo e
diferenciacdo neuronal no hipocampo.

Park et al. (2010) demonstraram que dieta rica em gordura prejudica a proliferacéo de
celulas progenitoras neuronais e a neurogénese, devido ao aumento de peroxidacdo lipidica e
diminuicdo da producdo de fator neurotr6fico BDNF no hipocampo, participante da
diferenciacdo neuronal. A obesidade causada por esse tipo de dieta poderia induzir disfungéo
cognitiva e de aprendizagem e perda de memdria. No mesmo ambito, Lee et al., (2010)
estudaram a influéncia destas dietas sobre a transcricio génica no hipotadlamo de
camundongos. Dentre os transcritos diferencialmente representados (TDRs), cinco sequéncias
codificadoras de moléculas relacionadas a sintese e liberacdo de dopamina, um critico
neurotransmissor relacionado a sensagdo 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 como a base neurolégica da
doenca de Alzheimer (LANARI et al., 2006).

Do ponto de vista molecular, pesquisas confirmam que dietas com alto teor de gordura
apresentam um papel importante no desenvolvimento de desordens neurodegenerativas.
Mateos et al. (2009) identificaram 37 genes diferencialmente transcritos entre o cérebro de
camundongos tratados com a dieta citada em relacdo a camundongos controles. Destes, genes
codificadores de moléculas relacionadas a doenca de Alzheimer foram regulados
positivamente no grupo tratado. O gene codificador da proteina associada ao citoesqueleto,
Arc, relacionada a plasticidade sinaptica, foi regulado negativamente no mesmo grupo.

A ingestdo em nivel correto de algumas vitaminas vem sendo relacionada a regulacao
do sistema nervoso. Hyland et al. (2006) encontraram 45 genes diferencialmente transcritos
entre o cortex cerebral de animais tratados com dieta pobre em vitamina E em relacdo ao
grupo controle. Dentre estes, genes codificadores de componentes protéicos da mielina e de
determinantes da propagacdo do sinal neural foram regulados negativamente no primeiro
grupo. Bonnet et al. (2008) fizeram trabalhos com ratos Wistar tratados com dietas
deficientes em vitamina A, e descobriram que esta vitamina esta envolvida na desregulacdo da
neurogénese adulta do hipocampo, devido & interrupgdo da via de sinalizacdo retindide. Essa
desregulacdo poOde ser corrigida pelo tratamento destes animais com acido retindico,
sugerindo uma importante participacdo da vitamina A e do acido retindico na modulacdo do
cérebro em ratos adultos. Somando a essas descobertas, as deficiéncias de ambas as vitaminas

sdo apontadas como fatores responsaveis por sindromes neuroldgicas caracteristicas, como
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transtornos afetivos, esquizofrenia e doenca de inicio tardio de Alzheimer, as quais podem ser
acompanhas por anormalidades eletrofisiolégicas da fungdo neural e visual (HAYTON;
MULLER, 2004; GOODMAN, 2006; PALHA; GOODMAN, 2006; BREMNER,;
MCCAFFERY, 2008).

A geleia real, substancia secretada pelas glandulas hipofaringeanas de abelhas
operarias adultas jovens (PIERRE, 1981), € conhecida por suas atividades bioldgicas 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
neurotrofico derivado de células gliais, um potente fator neurotréfico do cérebro, e do
neurofilamento H, marcador especifico predominantemente encontrado em axénios, no
hipocampo de camundongos adultos. Além disso, o acido 10-hidrdxi-2-decendico (10-HDA),
principal componente da fracdo lipidica da geleia real, estimula a diferenciagdo de células-
tronco neurais em neurénios, um fendmeno também observado usando butirato de sodio e
acido valpréico (HATTORI et al., 2007; YU et al., 2009; YAO et al., 2010). Em mamiferos, o
10-HDA pode reativar a expressdo de genes silenciados epigeneticamente (DOLINOY;
WEIDMAN; JIRTLE, 2007). Spannhoff et al. (2011) constataram que o 10-HDA apresenta
atividade inibitoria de histonas desacetilases. Tal atividade nos leva a especular que o 10-
HDA esteja envolvido na regulacdo epigenética do desenvolvimento diferencial de castas em
A. mellifera, particularmente do cérebro.

Durante o desenvolvimento do cérebro, os nutrientes provenientes da dieta também
podem interferir no processo de neurogénese. Dietas deficientes ou desbalanceadas durante
estagios criticos do desenvolvimento podem alterar o desenvolvimento normal do cérebro,
além de surtirem efeitos de longa duracdo e potencialmente irreversiveis na funcdo neural,
independentemente da adocéo tardia de uma dieta adequada (DOBBING; HOPEWELL,
1971). No inicio do desenvolvimento de humanos, a privacdo de comida por um longo prazo
pode aumentar as chances de se desenvolver diabetes e obesidade na vida adulta (RAVELLI;
STEIN; SUSSER, 1976; RAVELLI et al., 1998). Outros trabalhos estabeleceram associacfes
fortes entre dieta pobre em proteinas durante as primeiras semanas de vida e alteracGes
estruturais e comportamentais em ratos (RUDY; CASTRO, 1990; FUKUDA; FRANCOLIN-
SILVA; ALMEIDA, 2002). Um experimento realizado com ratos Sprague—Dawley mostra
que a restricdo de nutrientes durante o inicio da vida induz um duradouro déficit na
proliferacdo de células no hipocampo, mas ndo afeta negativamente o processo de

diferenciacdo de novas células geradas (MATOS et al., 2011). Isto explica a reducdo no
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numero absoluto de neurénios em animais mal alimentados durante o desenvolvimento
perinatal.

Os 4&cidos graxos -3 encontram-se enriquecidos nas membranas de células do
cérebro, e podem alterar a taxa de neurogénese por meio de suas contribui¢bes para a
estrutura dinamica e funcdo das membranas neuronais (YEHUDA; RABINOVITZ;
MOSTOFSKY, 1998). Outra forma destes acidos graxos modularem a neurogénese é pela
influéncia nos niveis de citocinas e neurotrofinas, moléculas associadas a regulacdo e
promocdo da neurogénese e sobrevivéncia neuronal (SHAHBAKHTI et al., 2004; WU,
YING; GOMEZ-PINILLA, 2004). Estes &cidos graxos sao essenciais em grandes
quantidades durante a neurogénese de mamiferos, principalmente durante o desenvolvimento
fetal e neonatal (MARTINEZ, 1992; INNIS, 2003). Uma vez que as células dos mamiferos
ndo apresentam enzimas que sintetizam &cidos graxos do tipo -3, este deve ser proveniente
da dieta. Bertrand, O’Kusky e Innis (2006) e Innis (2007) mostraram alteragdes no
desenvolvimento do cérebro de ratos que receberam uma dieta deficiente em w-3. Trabalhos
semelhantes realizados com aves e, também, com lagostas mostraram resultados equivalentes
(ANDERSON; CONNOR; CORLISS, 1999, BELTZ et al., 2007).

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

Embora estes estudos déem énfase a importancia do efeito do ambiente sobre o
cerebro, destacando a alimentacdo, trabalhos adicionais sdo necessarios para determinar 0s
mecanismos moleculares associados a esta influéncia durante o periodo de desenvolvimento.
Neste contexto, as abelhas meliferas fornecem uma forma de estudo rapida e natural para

pesquisas sobre a integracdo de fatores gendmicos e dietarios.
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1.5 SOBRE O PRESENTE TRABALHO

A quantidade e a qualidade de alimento recebido no inicio do estagio larval de abelhas
A. mellifera determinam a dire¢cdo do desenvolvimento: tornar-se rainha ou operaria. Uma
larva alimentada com “geleia de operaria” segue o caminho de desenvolvimento que leva ao
surgimento de uma operéria adulta, abelha com cérebro proporcionalmente mais desenvolvido
do que o das rainhas, que foram alimentadas com geleia real. Um cérebro mais desenvolvido
permite as operarias realizar uma variedade de deveres necessarios para manter a vida da
colénia: forrageamento, cuidado das larvas, limpeza do ninho, protecéo, etc. Durante a maior
parte do desenvolvimento larval, de alguma forma, os cérebros de rainhas A. mellifera
apresentam uma maior area de neuroblastos do que os de operérias, o que talvez reflita a
importancia da qualidade da dieta como responsavel por um maior desenvolvimento do
sistema nervoso. As rainhas em desenvolvimento, além de receberem maior quantidade de
alimento, possuem uma dieta de melhor qualidade, sendo mais homogénea do que a de
operaria, devido a grande quantidade de proteinas especificas da geleia real (principalmente
major royal jelly proteins, que correspondem a 90% das proteinas constituintes desta geleia;
DRAPEAU et al., 2006). Em resumo, larvas geneticamente idénticas se desenvolvem em
duas castas interdependentes quando adultas, rainhas e operarias, dependendo da nutricdo
recebida nos periodos iniciais do desenvolvimento (PATEL; HAYDAK; GOCHNAUER,
1960; HAYDAK, 1970). Portanto, os primeiros passos da neurogénese diferencial das larvas
de abelhas constituem um experimento natural e bom modelo para a identificacdo de genes
envolvidos no desenvolvimento diferencial do sistema nervoso, particularmente do cérebro, e
que sdo influenciados por diferenciais nutricionais.

Apesar de mais de um século de estudos sobre as causas do polifenismo das castas de
A. mellifera, informacbes sobre os genes envolvidos no desenvolvimento diferencial do
ceérebro entre as castas continuam limitadas. Um trabalho anterior realizado por nosso grupo
mostrou uma assincronia no desenvolvimento do cérebro entre rainhas e operérias. Isto foi
revelado a partir de analises morfoldgicas do cérebro de rainhas e operarias do terceiro (L3)
ao quinto (L5) estagios larvais. Na fase de alimentagdo do ultimo estdgio larval (L5F) duas
estruturas bem formadas, peddculos e célice, foram identificadas nos corpos cogumelares de
rainhas, mas que ndo estdo presentes nas operarias até uma fase posterior (L5S) (MODA et
al., 2013). Neste mesmo trabalho foram analisados, utilizando a técnica de hibridagdo de

laminas de microarray de oligonucleotideos, quais os transcritos diferencialmente expressos
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em cérebros em castas que sofrem influéncia da alimentacéo diferencial. O estagio escolhido
para analise foi o L4, justamente aquele de maior pico de HJ (ver Figura 1). Essa andlise
resultou em 16 TDRs que foram analisados in silico e demonstraram alto potencial de serem
responsaveis por mediar a agdo nutricional sobre o desenvolvimento diferencial do cérebro de
castas de A. mellifera durante o periodo larval (MODA et al., 2013). Estes genes apresentam
padrdes de transcricdo especificos para cada casta (por exemplo, APC-4, GICAT-P, fax, kr-hl
e shot), e codificam proteinas que estdo potencialmente envolvidas no desenvolvimento dos
tecidos cerebrais através do controle da taxa de proliferacdo celular (APC-4, kr-hl) e
fasciculacao (GICAT-P, fax, e shot). Shot, cuja expressao € conhecida por ser necessaria para a
extensao axonal e proliferacdo celular, foi encontrado transcrito em niveis significativamente
mais elevados em rainhas L4 em comparacgdo operarias.

Porém, como ndo h& diferencas morfoldgicas aparentes entre cérebros de rainhas e
operéarias antes de L4, hipotetizamos que a alimentacdo diferencial recebida apds a eclosao
larval (LEIMAR et al., 2012) promove o estabelecimento de cascatas moleculares em estagios
anteriores, que levam a morfogénese diferencial do cérebro observada a partir de L4. O
surgimento de novas técnicas de sequenciamento (como o sequenciamento direto de RNA,;
OZSOLAK et al., 2009) esta a permitir a obtencdo de bibliotecas transcriptbmicas completas
de um organismo, tecido, 6rgdo ou mesmo de células. A exploracdo de bibliotecas de cérebros
de L3 de rainhas e operarias possibilitaria uma analise quantitativa de transcritos expressos
(mRNAs, miRNAs, IncRNAs) e a realizagdo de estudos mais profundos dos mecanismos
moleculares (transcricdo diferencial, splicing alternativo, eventos epigenéticos, etc.)
potencialmente envolvidos no processo de geracdo do difenismo em A. mellifera, podendo
levar a identificacdo de novos genes ou vias associados com o desenvolvimento diferencial do
ceérebro entre as casta deste organismo. Particularmente, os micro RNAs (miRNAs; RNA néo-
codificantes de 20-22 nucleotideos) sdo moléculas que, em eucariotos, desempenham papéis
importantes na regulacdo génica pds-transcricional e em outros processos biol6gicos
(AMBROS, 2004; BARTEL, 2004; HE; HANNON, 2004).

Os miRNAs regulam entre 30 e 66% de todos os genes codificadores de proteinas,
pelo que sdo considerados os maiores reguladores da expressdo génica (LEWIS; BURGE;
BARTEL, 2005; FRIEDMAN et al., 2009). Estes RNA ndo-codificantes tem funcdo de
silenciar pos-transcricionalmente a expressdo do gene através de pareamento de bases com o
MRNAs alvo, o qual reprime a traducéo, por deadenilacdo ou degradacdo. Muitas familias de
miRNA sdo altamente conservadas, com implicacdes na regulacdo de muitos processos

bioldgicos, incluindo a diferenciacdo celular, o metabolismo, o ciclo celular e o
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envelhecimento (FINEBERG; KOSIK; DAVIDSON, 2009; ROUX; GONZALEZ-PORTA;
ROBINSON-RECHAVI, 2012; MCLOUGHLIN et al., 2012). O elemento de reconhecimento
de miRNA canbnico num mRNA alvo consiste de um complemento inverso perfeito ou quase
perfeito dos nucledtidos nas posicdes 2 a 8 através da extremidade 5' do miRNA (conhecida
como a regido de seed), em conjunto com a complementaridade parcial ao longo do resto das
sequéncias de miRNA e transcrito alvo. Diversos algoritmos sdo capazes de prever essas
interacdes entre MiIRNA e mMRNA alvo (GRIFFITHS-JONES et al., 2005).

Um trabalho recente (GUO, 2010) mostrou que os miRNAs encontram-se também na
geleia real, junto com inimeros outros tipos moleculares (proteinas, carboidratos, lipidios,
vitaminas, minerais, e um grande nimero de substancias bioativas, especialmente peptideos e
proteinas imunolégicas antibacterianos (ZENG et al., 2006; DRAPEAU et al., 2006; FANG;
VIUDA-MARTOS et al., 2008; FENG; LI, 2010). Guo et al. (2013) analisaram a composi¢ado
de miRNAs nas geléias real e de operaria. Os resultados mostram que a geléia de operéaria é
muito mais abundante em tipos e concentracdo de miRNA que a geléia real.

A determinacdo dos caracteres que distinguem rainha e operarias ocorre em momentos
especificos do desenvolvimento larval (PAGE; AMDAM, 2007). Guo et al., (2013)
analisaram os miRNAs nas geléias real e de operaria durante o curso do desenvolvimento
larval. Mediram as concentragfes de 22 miRNAs conhecidos na geléia real e de operaria
coletadas 4 , 5 e 6 dias apds a eclosdo das larvas. Os dados (Figura 5) mostram uma forte
queda na concentracdo de todos os miRNAS testados em geléia real a partir do dia 4 ao dia 5,
apos o qual os niveis se mantiveram estaveis. Em comparacdo, as variaces nas concentracoes
de miRNA na geléia de operaria eram menores, menos sistematicas e, em geral positivas,
particularmente a partir do dia 4 ao dia 5. Embora miRNAs individuais geralmente néo
provoquem alteracdes fenotipicas distintas (BARTELI, 2009), Guo et al., (2013) mostraram
que determinados miRNAs fornecidos pela alimentacdo as larvas de rainhas sdo capazes de
alterar suas caracteristicas morfologicas especificas na direcdo das operarias. Além disso,
alguns dos mais abundantes miRNAs presentes na geléia de operaria, entre outras coisas,
parecem regular coletivamente uma série de mRNAs com fun¢bes no sistema nervoso (GUO
etal., 2013).
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Worker jelly
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Figura 5 - Concentracdo de miRNAs em geleias durante o desenvolvimento larval. As amostras foram
coletadas nos dias 4, 5 e 6 ap6s a eclosdo das larvas e as concentragdes dos miRNAS ja
conhecidos foram avaliadas por qRT-PCR.

Fonte: Guo et al. (2013).

Sabendo da existéncia de micro RNAs (miRNAs; RNA nado-codificantes de 20-22

nucleotideos) nas geleias real e de operaria de A. mellifera e de que estes atuam como

moléculas reguladoras da expressdo de genes codificadores de proteinas (LEE; FEINBAUM;
AMBROS, 1993; WU; BELASCO 2008), particularmente daquela com fungdes no sistema

nervoso, hipotetizamos que podem ser responsaveis pela regulacdo da expressdo de genes

casta-especificos expressos em cérebros de L3, e assim, indiretamente, pela diferenciacéo

morfolégica inicial observada a partir de cérebros L4 (MODA et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral de nosso trabalho foi identificar determinantes moleculares da

diferenciacdo inicial do cérebro em castas de A. mellifera.

Os objetivos especificos foram:

- Identificar genes diferencialmente expressos (GDE, codificadores de poli-A+) em

cérebro de castas de A. mellifera no estagio L3.

- Caracterizar os GDEs entre as castas de A. mellifera no estagio L3.

- Identificar potenciais alvos de miRNAs da geleia real nos genes diferencialmente

expressos em cérebros de L3 de rainhas e operarias.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 VISAO GERAL

Para o screening inicial mediante RNA-Seq, rainhas e operarias de A. mellifera do
terceiro estagio de desenvolvimento larval (L3) foram coletadas do Apiario Experimental da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP) da Universidade de Sdo Paulo. As abelhas
coletadas tiveram o cérebro dissecado, do qual foi extraido RNA total. O RNA total passou
por purificacdo com beads magnéticas com cauda poli-T, para a obtencdo apenas de RNAS
poli-A+. Estes foram quebrados em pequenos fragmentos (reads) e seqlienciados e agrupados
em duas bibliotecas: de rainha L3 e operarias L3. As reads foram mapeadas no genoma de
referéncia de A. mellifera (versdo 4.5). Os dados de ambos mapeamentos, rainha e operaria,
foram comparados estatisticamente para selecdo dos GDEs. Estes dados foram, entéo,
analisados in silico. Por outro lado, usando ferramentas informaticas, identificamos, nos
GDEs, elementos cis que, nos mRNAs, poderiam atuar ligando miRNAs e assim

participariam na regulacao da sua traducéo.

Coleta de Extracdo de RNA Sequenciamento
amostras total dos mRNA

Analise in silico Obtengdo dos Anadlise das
dos GDEs GDEs bibliotecas

Figura 6 - Fluxograma experimental.
Fonte: Da autora.

3.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Foram utilizadas abelhas africanizadas provenientes do Apiario Experimental do
Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo — Universidade de S&o

Paulo. Escolhida a coldnia, a rainha foi limitada a caixa inferior do ninho utilizando-se uma
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tela excluidora (Figura 7). A rainha foi aprisionada para postura por 6h em uma caixa Jenter
(Figura 8). O aprisionamento de 6 horas permite que a diferenga em idade entre as crias
resultantes ndo seja superior as inicias 6h. Apds esse tempo, a rainha foi solta e logo em
seguida foi conferida a existéncia de ovos (postura) (Figura 9). Completadas 72h de
desenvolvimento embrionéario, foram feitas as transferéncias de parte das larvas recém
eclodidas, ou larvas de primeiro estagio, destinadas para o desenvolvimento de rainhas, para
uma realeira artificial do Kit Jenter, fixada com cera derretida (Figura 10). As outras larvas
foram deixadas nas células, nas quais seus respectivos ovos foram depositados, para o
desenvolvimento de operarias. Um bastdo presente no Kit Jenter foi acoplado a cupula e por
sua vez, esta foi acoplada a realeira artificial, sem a necessidade de adicdo de geléia real, pois
ela ja esta presente na cupula transferida. Subsequentemente, a realeira artificial foi inserida
numa coldnia, permanecendo nela até o dia da coleta. As larvas de ambas castas foram
coletadas na fase de desenvolvimento escolhida para estudo (L3), sendo identificadas segundo
Michelette e Soares (1993) (Tabelas 1 e 2).

(LT TR TTET T 1T A
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RO ML AU

Figura 7 - A) “Ninho” Caixa para criagdo de abelhas. B) Tela excluidora.
Limita o acesso da rainha apenas a um local da colmeia.
Fonte: <criacaodeanimais.blogspot.com>.

Figura 8 - Frente e verso de caixa Jenter inserida em quadro limpo.
Fonte: (Cornwall Honey — Beepedia Using the Karl Jenter Kit for Honey Bee
Queen Rearng)
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Figura 9 - Cupulas para ovoposicdo da rainha contendo larvas recém eclodidas (L1).
Fonte: (Cornwall Honey — Beepedia Using the Karl Jenter Kit for Honey Bee Queen Rearing)

Figura 10 - Realeira artificial. A cupula (primeira peca de cor marrom) é utilizada pela rainha para a postura.
Encontra-se inserida na caixa Jenter. Assim que ocorre a eclosdo da larva apds 72h, esta é acoplada a célula
(segunda pega de cor marrom) e ambas acopladas a pe¢a amarela, formando uma realeira artificial, identificada
como tal pelas operérias por seu tamanho. A pe¢a amarela € colada com a propria cera da abelha, em uma barra
que deve ser inserida na caixa selecionada para criagdo de rainha, no minimo 24h antes da transferéncia.

Fonte: Cornwall Honey — Beepedia Using the Karl Jenter Kit for Honey Bee Queen Rearing

A disseccdo de cérebros foi realizada em solucdo salina (NaCl 0,9%) esterilizada.

Cada amostra continha uma média de 50 cérebros, incubados em reagente TRIzol®

(Invitrogen) e congelados em freezer (-80°C) até o momento da extragdo do RNA total.

Tabela 1 - Caracteristicas utilizadas para classificar o desenvolvimento larval (L) e pupal (P) de operarias de
abelhas Apis mellifera africanizadas. A duracdo dos estagios larvais no desenvolvimento pré-
imaginal refere-se as horas ap6s eclosdo Detalhe em cinza: estagio das abelhas que foram utilizadas
em nosso trabalho (L3).

Fonte: modificado de Michelette e Soares, (1993).

FASE CARACTERIZACAO DURACAO (horas)
Ovo Embrides de 0 a 72 horas 72 (antes da eclos&o)
L1 Peso — 0,0001 a 0,0003 g 0-20 (apos eclosdo)
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 —0,029a 0,06 g 80-95
L5F2 Peso—-0,06a0,11 ¢ 95-105
L5F3 Peso-0,11a0,16 g 105-115
L5S1 Célula operculada, larva com intestino 115-130

L5S2 Célula operculada, larva com intestino
L5S3 Célula operculada, larva com intestino 130-145



PP1

PP2

PP3
Pw

Pp
Pdp
Pb

Pbl

Pbm

Pbd

RN

Comprimento tibia-tarso = 1,4 a 1,99 mm
Comprimento tibia-tarso = 2,0 a 2,6 mm

Comprimento tibia-tarso > 2,6 mm
Pupa de olho branco (white)
Pupa de olho rosa (pink)
Pupa de olho rosa-escuro
Pupa de olho marrom (brown)
Pupa de olho marrom, com pigmentacéo
leve no torax
Pupa de olho marrom , com pigmentacgéo
toracica intermediaria

Pupa de olho marrom com pigmentacéo
torécica forte

Operarias com até 24 horas de vida

145-160

160-180

180-190
190-230
230-250
250-265
265-305

305-330

330-370

370-390
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Tabela 2 - Caracteristicas utilizadas para classificar o desenvolvimento larval (L) e pupal (P) de rainhas de
abelhas européias, Apis mellifera carnica Detalhe em cinza: estidgio das abelhas que foram
utilizadas  em nosso trabalho (L3).

Fonte: modificado de Rembold et al., (1980).

FASE CARACTERIZACAO DURAGCAO (horas)
Ovo Embrides de 0 a 72 horas 72 (antes da eclosdo)
L1 Peso —0,0001 a 0,0003 g 0-20 (apds eclosdo)
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 —0,029a0,06 g 80-95
L5F2 Peso—-0,06a0,11 g 95-105
L5F3 Peso-0,11a0,16 g 105-115
L5S1 Célula operculada, larva com intestino cheio 115-130
L5S2 Célula operculada, larva com intestino semi
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
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Pbl Pupa de olho marrom, f:om pigmentacéo leve 305-330
no térax
Pbm Pupa de olho marrom , com pigmentagao 330-370
toracica intermediaria
Pbd Pupa de olho ma,rrf)m com pigmentacéo 370-390
toracica forte
RN Operarias de até 24 horas de vida

3.3 EXTRACAO DO RNA TOTAL

Todas as amostras de cérebros tiveram seu RNA total extraido seguindo o protocolo
para extracdo de RNA do reagente Trizol® (Invitrogen), descrito abaixo.

As amostras foram maceradas em Trizol® para que ficassem homogéneas. A amostra,
de um volume total de 0,5 mL do reagente, foi deixada em repouso em temperatura ambiente
por 5 min. A seguir, adicionou-se 0,1 mL de cloroférmio para a separacdo de fases. Os tubos
foram agitados rigorosamente por 15 s. e deixados a temperatura ambiente por 2-3 min. A
agitacdo foi repetida e os tubos foram deixados por mais 2-3 min a temperatura ambiente. Os
RNAs, foram, entdo, centrifugados (12.000 g) por 15 min a 4 °C. O RNA permanece
exclusivamente na fase aquosa, que foi transferida para um novo tubo. A fase aquosa
adicionou-se 0,5 mL de alcool isopropilico para a homogeneizagdo inicial. Para aumentar a
eficiéncia na precipitacdo do RNA total foram usados 10 pg de glicogénio em cada amostra.
Os RNAs foram incubados durante a noite a -20 °C e centrifugados por 1 hora para obtencdo
do precipitado. O sobrenadante foi removido e o precipitado lavado duas vezes com 1 mL
etanol 75%. As amostras foram invertidas para homogeneizagéo e centrifugadas (7.500 x g
por 5 min a 4°C).

Para finalizar o procedimento, o sobrenadante foi descartado e 0 RNA seco em
termobloco a 55°C. Depois de seco, 0 RNA foi redissolvido em H,O DEPC e incubado em
termobloco a 55°C por 10 min.

As amostras foram, entdo, quantificadas em Nanodrop ND-1000 (NanoDrop
Tecnologies), para determinar se havia quantidade minima (5 pg) para que pudessem ser
realizadas as proximas etapas e também para determinar o grau de pureza do RNA. Para isso,

foi observada a razdo entre as leituras de 260 e 280 nm que devem estar dentro do intervalo de
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1.9 e 2.0, utilizado como ideal. Considerou-se que uma unidade de absorbancia a 260 nm
corresponde a 40 pug/ml de RNA (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989).

3.4 SEQUENCIAMENTO DOS RNAs poli-A+

O RNA poli-A+ foi obtido com beads magnéticas com caudas de poli-T a partir das
amostras de RNA total (obtidas como descrito na Secdo anterior). Seu sequenciamento foi
realizado em plataforma Illumina (Genome Anlyzer Il, Life Sciences) no Laboratério
Multiusuario Centralizado para Sequenciamento de DNA em Larga Escala e Analise de
Expressdo Génica, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (Jaboticabal), a
partir de 5 pg de RNA total por amostra, preparados conforme protocolo do TruSeq RNA™
Sample Preparation v2 Guide, Illumina, Life Sciences (kit de preparacdo de amostras para
geracdo de bibliotecas de mMRNA). O RNA purificado foi, entdo, fragmentado e a partir de
cada fragmento foram sintetizadas duas fitas de cDNA. Foram usadas beads para selecionar
uma das fitas do cDNA, na qual as duas pontas foram ligados adaptadores que permitiram a
fixacdo das fitas numa plataforma sélida para seqlienciamento. Usando o Agilent
Technologies 2100 Bioanalyzer™ verificou a integridade do cDNA e determinou a média de
tamanho das moléculas. Tipicamente, o tamanho médio das moléculas ¢ 260 pb (TargetSeq™
Custom Enrichment Kits).

Na plataforma solida os cDNAs sdo ligados aleatoriamente, e cada um é usado como
molde para a sintese de novas fitas idénticas ao molde. Sdo usados nucleotideos ligados a
quatro moléculas fluorescentes de cores diferentes, uma para cada nucleotideo (A, C, G e T)
(Figura 11). Lasers sdo capazes de detectar cada nova adi¢do de nucleotideo em todas os
cDNAs moldes simultaneamente. Dessa forma, se obtém os dados de cada uma das
sequéncias que foram amplificadas, e estes sdo agrupados para se obter a quantidade de cada
uma delas. O sequenciamento permitiu obter bibliotecas de 30 milhdes de reads de 50 pb de

cada amostra de RNA poli-A+ de cérebro.
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Figura 11 - Sequenciamento por método Illumina.
Fonte: METZKER, 2010, Nature reviews

3.5 ANALISE DAS BIBLIOTECAS

As bibliotecas foram mapeadas no genoma de A. mellifera utilizando a ferramenta
TopHat. Os dados foram normalizados pelo método RPKM. As anélises para obtencdo dos
GDEs foram feitas utilizando a ferramenta Cufflinks.

Obtencao

Mapeamento Normalizacdo dos GDEs

(TopHat) (RPKM) (Cufflinks)

Figura 12 - Fluxograma experimental das analises das bibliotecas.
Fonte: Da autora.
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3.5.1 Mapeamento

Para remover as sequéncias dos adaptadores (utilizados no preparo das bibliotecas) e
para selecionar as reads com qualidade maior que 20 [reflete acerto de 99% do
reconhecimento das bases ou base calling, (EWING; GREEN, 1998; EWING et al., 1998)],
foram wusados os programas Cutadapt (http://code.google.com/p/cutadapt/) e Scythe
(http://github.com/vsbuffalo/scythe). Apds a remocdo dos adaptadores, as reads foram
filtradas de acordo com a qualidade e tamanho (50 pb) e, entdo, mapeadas contra a verséo 4.5
do genoma de A. mellifera. O mapeamento foi realizado usando o programa TopHat
(TRAPNELL; PACHTER; SALZBERG, 2009) que promove a correspondéncia (match) entre
as sequéncias das reads e as da base de dados (genoma de referéncia) por meio de um outro
programa, o Bowtie2 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012). O programa TopHat gera arquivos
no formato SAM que apresentam diversas informagdes sobre 0 mapeamento das reads (como

a qualidade do sequenciamento para cada read, a sequencia de nucleotideos de cada read).

3.5.2 Normalizagdo

Para as analises seguintes, foram selecionadas as reads que mapearam nas sequéncias
codificadoras de A. mellifera (MRNAs). Para tornar esses valores comparaveis, 0s dados
foram quantificados em reads por quilobase do transcrito por milhdo de reads mapeadas
(RPKM, MORTAZAVI et al., 2008). Essa normalizacéo visa eliminar a diferenca de tamanho
entre as sequéncias, ja que um gene maior provavelmente sera quebrado em mais sequéncias

dando a falsa impresséo de que foi mais expresso do que um gene menor.

3.5.3 Obtencéo dos GDEs

Os dados normalizados também foram analisados estatisticamente para a obtencgdo das
sequéncias diferencialmente representadas entre as castas. Para isso utilizamos o pacote

Cufflinks (TRAPNELL et al., 2013), que realiza a montagem de transcritos estimando suas


http://code.google.com/p/cutadapt/
http://github.com/vsbuffalo/scythe/issues
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abundancias e testando a expressao diferencial em experimentos RNA-Seq. A estimativa é
feita baseada em quantas leituras suportam cada transcrito, levando em consideragéo o0s vieses
nos protocolos de preparacdo das bibliotecas. A analise de expressao génica foi realizada por
meio de um roteiro de execucdo dos seguintes programas: cufflinks, cuffmerge e cuffdiff.

3.6 ANALISES IN SILICO DOS GDES

Os GDEs entre o cérebro de rainhas e operarias, ambas na fase larval L3, foram, ent&o,
analisados in silico. A sequéncia nucleotidica e a proteina predita de cada GDE foram obtidas
por meio da ferramenta Genome Browser Gateway (http://kerr.fmrp.usp.br:88/cgi-
bin/hgGateway). As sequéncias das proteinas preditas foram usadas para encontrar o ortélogo
de Drosophila melanogaster correspondente a cada GDE permitindo estudar as possiveis

funcdes destes através de artigos.

3.7 IDENTIFICACAO DE SITIOS DE LIGACAO PARA OS miRNAs PRESENTES NAS
GELEIAS REAL E DE OPERARIAS NAS REGIOES 3' UTRs DOS GDEs

Buscou-se identificar as interacdes miRNA-alvo envolvendo GDEs identificados neste
trabalho e os miRNAs encontrados nas geléias real e de operaria (GUO et al., 2010). As
sequéncias dos miRNAs presentes em geléias real e de operaria foram recuperadas do
miRBase (versdo 20). Uma busca por sitios de ligacdo de miRNA foi realizada em uma regido
de 1000nt a jusante ao codon de terminacdo dos GDEs previamente identificados. Essas
regides 3' UTRs foram usadas para os genes da abelha cuja anotacdo ainda nédo foi concluida.
Foi feita uma analise de enriquecimento dos mRNAs comparando o nimero de sitios alvos
dos genes de todo o0 genoma para 0s mMiRNAs das geléias e 0 nimero dos GDEs encontrados
neste trabalho. A busca por sitios de ligacdo de miRNAs, que tiveram p>0,05 na anélise de
enriquecimentoem, 3'UTRs de abelhas foi realizada pelo programa RNAhybrid
(REHMSMEIER et al., 2004; KRUGER; REHMSMEIER, 2006). Foram consideradas apenas
as previsdes com energia livre < -20 kcal /mol, e valor de p <0,05 e utilizado programa
Cytoscape para gerar a rede de miRNA-alvo (SHANNON et al., 2003).


http://kerr.fmrp.usp.br:88/cgi-bin/hgGateway
http://kerr.fmrp.usp.br:88/cgi-bin/hgGateway
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4 RESULTADOS

4.1 SOBRE OS TRANSCRIPTOMAS DE CEREBROS DE LARVAS L3 DE RAINHAS E
OPERARIAS

As amostras de cDNA total foram analisadas por Bioanalyzer e se mostraram viaveis
para 0 seqlienciamento, visto que o tamanho da maioria dos fragmentos estava em torno de
260pb (Figura 13).
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Figura 13 — A) Imagem mostrando o resultado da eletroforese feita com as amostras de
RNA total que tem sua maioria de fragmentos de tamanho em torno de
300 pb. B) Gréficos mostrando o resultado da eletroforese mostrada em
“A”. Os picos de 15 e 1500 pb correspondem aos marcadores. BP: pares
de base; L: Lane, nimero da coluna que esta a amostra; FU: fluorescéncia
Fonte: Da autora.

As amostras de mRNA de cérebros de larvas de terceiro estagio de rainhas e operarias
de A. mellifera foram sequenciadas em plataforma Illumina. Os dados gerados foram
normalizados e comparados seguindo um script desenvolvido em Shell, que é uma interface
para interpretacdo e execucdo de comandos de programacao.

O sequenciamento gerou aproximadamente 30 milhdes de sequéncias (reads) para
cada uma das bibliotecas (cérebros de rainha e operarias em 3° estagio). Para analisar a
qualidade do sequenciamento foi utilizada a ferramenta FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Pelas andlises  estatisticas
bésicas, as duas bibliotecas tiveram reads de tamanho esperado (50pb) (Figuras 14A e 15A).
As bibliotecas tiveram também uma profundidade adequada garantindo que as reads geradas

nos sequenciamentos cubram a maior parte do genoma (~30 milhdes de reads), 0 que permite


http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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gue genes com baixa expressdo tenham cobertura. Uma segunda analise avaliou a qualidade
de cada base sequenciada, mostrando que o sequenciamento foi de alta qualidade, pois a

menor qualidade apresentada para uma base foi 30 (1 erro a cada 1000 bases) (Figuras 14B e
15B).

B @ perbase sequence quality
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Figura 14 - Resultado das analises do sequenciamento da biblioteca de cérebros de rainhas de A. mellifera na
fase L3 pelo software FastQC. A) A tabela mostra as andlises estatisticas béasicas: nome da
amostra, tipo, sequenciador, nimero total de sequéncias, sequencias filtradas, tamanho das
sequencias e porcentagem de GC. B) O grafico representa a média de qualidade (eixo y) para cada

base de mesma posi¢do em cada uma das reads sequenciadas (€ixo X).
Fonte: Da autora.
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Figura 15 - Resultado das analises do sequenciamento da biblioteca de cérebros de operarias de A. mellifera
na fase L3 pelo software FastQC. A) A tabela mostra as analises estatisticas basicas: nome da
amostra, tipo, sequenciador, ndmero total de sequéncias, sequencias filtradas, tamanho das
sequencias e porcentagem de GC. B) O grafico representa a média de qualidade (eixo y) para

cada base de mesma posicdo em cada uma das reads sequenciadas (eixo X).
Fonte: Da autora.
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As reads foram filtradas de acordo com qualidade e tamanho (50 pb), sendo que
761.645 reads na biblioteca de rainhas e 918.020 reads na biblioteca de operérias nao
estavam no tamanho esperado e foram excluidas, representando respectivamente 2,25% e
2,58% do total de reads de cada biblioteca (33.779.118 e 35.558.679). Apds terem passado
pelo filtro, as reads foram alinhadas ao genoma de Apis mellifera versdo 4.5 (GenBank2011).
Este procedimento permitiu mapear das aproximadamente 30 milhdes de reads iniciais,
24.345.136 reads na biblioteca de rainha e 21.609.337 na biblioteca de operaria. Estes valores
correspondem a 73,73% de reads mapeadas para rainhas, e 62,38% para operarias. Estas
reads encontraram correspondéncia com 11.446 genes dos 15.216 genes totais ja preditos para
este organismo (Figura 16). Dentre estes, consideramos diferencialmente expressos apenas
aqueles que no teste estatistico obtiveram p-value e g-value menores que 0,05. Assim, 60
genes foram encontrados como diferencialmente expressos entre cérebros de rainhas e
operarias em 3° estagio larval (Figura 17). Destes, 29 foram mais expressos em larvas de

futuras rainhas e 31 em larvas de futuras operarias (Figura 18).

B Genes eXpressos

B Genes ndo expressos

Figura 16 - Gréfico representando o nimero de genes ja preditos
expressos no cérebro de larvas de rainhas e operarias de
A. mellifera obtido por RNA-Seq. Do total de 15.216
genes, 11.446 foram expressos no cérebro.

Fonte: Da autora.
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Nio significativo
T TT—— B Significativo

60

Figura 17 - Grafico representando os genes diferencialmente expressos
entre os cérebros das castas de A. mellifera no 3° estdgio
larval. Significativo e N&o Significativo: nimero de genes
considerados diferencialmente expressos ap6s analise
estatistica (p-value>0,05 e g-value>0,05), e que foram
excluidos apds a andlise, respectivamente.

Fonte: Da autora.

31 Rainha

B Operara

Figura 18 - Gréfico representando a distribuicdo dos genes
diferencialmente expressos entre os cérebros das castas
de A. mellifera de 3° estagio larval.

Fonte: Da autora.

Para caracterizar cada um dos 60 genes foi extraida a sequéncia fasta de cada um dos
genes a partir do Beebase (MUNOZ-TORRES et al., 2010) utilizando o GB (codigo de
referéncia para cada um dos genes ja preditos de Apis mellifera). Sabe-se que a localizacéo
espacial do conjunto de genes de um organismo esta associada as particularidades funcionais
de cada um deles (SEMON; DURET, 2006). Comumente, genes codificadores para produtos
proteicos que compartilham vias metabdlicas sdo co-regulados, isto €, suas atividades séo
controladas por fatores de transcricdo comuns. Isto € possibilitado, entre outros fatores, pelo
compartilhamento espacial dentro do ndcleo (territorialidade), e tem, ainda, implicacGes

evolutivas (SEMON; DURET, 2006). Em razéo disso, e com o objetivo de obter informac6es
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iniciais sobre a existéncia de uma eventual co-regulacdo entre genes diferencialmente
expressos entre castas, foi determinada a localizagdo de cada um dos 60 genes nos 16
cromossomos de A. mellifera (Beebase) (Figura 19). Os resultados mostram que o0
cromossomo 15 merece especial atencéo, visto que 12 genes estdo localizados nele. Dentre
esses 12, 3 genes de operarias (GB50116, GB50121, GB54419) encontram-se localizados em
regibes bem proximas entre si, e 6 genes de rainhas (GB50560, GB50561, GB50562,
GB50565, GB50566, GB50577). Estes resultados sdo bastante relevantes e sugerem a
necessidade de realizar estudos que permitam identificar potenciais sitios de ligacéo de fatores
de transcricdo (sequencias cis), que seriam 0s responsaveis pela eventual co-regulacdo desses

genes.
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Figura 19 - Localizagdo cromossémica de cada um dos 60 genes encontrados como
diferencialmente expressos em cérebros de rainhas e operérias de A. mellifera.
GBs em vermelho: genes mais expressos em cérebro de rainhas L3. GBs em
preto: genes mais expressos em cérebro de operarias L3.

Fonte:

Da autora.

4.1.1 Genes super-expressos em cérebro de larvas de rainhas e operarias L3

Dentre os 60 GDEs, 29 sdo mais representados no cérebro de rainhas e 31, em

operéarias. Para encontrar possiveis fungdes dos produtos protéicos destes genes, utilizando

ferramentas de bioinformatica procuramos a proteina ortéloga em D. melanogaster na

respectiva base de dados (Flybase) (Tabela 3). Os outros 31 foram encontrados mais

expressos em operarias. O mesmo procedimento foi usado para estes genes (Tabela 4). As

figuras dos dominios conservados se encontram nos ANEXOS A e B.



Tabela 3. Caracteristicas dos genes mais transcritos no cérebro de rainhas em relagéo ao de operarias.
Fonte:  Da autora.

Gene Proteina Ortdlogo (D. Proteina ortéloga Dominio conservado (Pfam) Fold-
melanogaster) change
GB43173 Cht-3 CG18140 Cht3-PA Chitin binding Peritrophin-A domain /Glycosyl 8,179
hydrolases family 18
GB49946  serine protease homolog CG15002 mas-PB -- 8,923
41 (SPHA41)
GB50650 serine protease 33 CG8213 -- Trypsin-like serine protease/ Late Protein L2 / 9,301
(SP33) Trypsin
GB45633 -- CG7201 - DM4, DM12 family/ DUF1229 9,398
GB52105 -- -- - - 9,644
GB53286 Forked CGh424 f-PF (forked) - 9,939
GB42549 4-nitrophenylphos CG2680 -- Haloacid Dehalogenase-like Hydrolases 11,026
phatase-like
GB49795 -- CG15239 - - 11,645
GB50566 -- CG15591 Osi8-PA DUF1676 12,049
GB50648 serine protease 25 CG34350 Np Trypsin (pfam00089) e Herpes_UL32 12,413
(SP25)
GB40604 spatzle 2 CG42576 NT1-PH, -PG, -PF e - 12,850
-PD
GB42796 circadian clock- CG2016 CG2016-PD e —PB Haemolymph juvenile hormone binding protein 13,007
controlled protein-like (JHBP)
GB50875  apolipoprotein D-like, - -- Lipocalin / cytosolic fatty-acid binding protein 13,334
transcript variant 2 family
GB50560 - CG15589 Osi24-PA - 14,190
GB45938 AADC CG10697 Ddc-PC - 14,190
GB46975 -- -- - -- 14,514
GB50180 -- CG8420 - - 14,802
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Gene Proteina Ortologo (D. Proteina ortéloga Dominio conservado (Pfam) Fold-
melanogaster) change
GB48978 - - -- BioY family / Sugar (and other) transporter 14,911
GB43181 - CG4702 - DUF4271 15,073
GB49054 - CG17131 tyn-PD, -PC, -PB e — - 15,713
PA
GB50561 -- -- -- - 15,746
GB50565 Osiris 7 CG1153 Osi7-PA DUF1676 17,778
GB44513 cytochrome P450 4AV1 CGo081 Cyp4s3 Cytochrome P450 18,421
(CYP4AV1)
GB43769 - -- -- DUF1676 18,853
GB50562 - CG1150 Osi3-PB e —PA DUF1676 24,313
GB54144 -- CG42331 Animal heme peroxidases and related proteins 24,313
GB54139 mucin related 89F CG4090 Mur89F-PC -- 27,166
ortholog

GB41493 -- - - - 32,394
GB50577 Osiris 17 - -- - 52,921
Tabela 4 - Caracteristicas de genes mais transcritos no cérebro de operarias em relacéo ao de rainhas
Fonte: Da autora.

Gene Proteina Ortélogo (D. Proteina ortéloga Dominio conservado (Pfam) Fold-

melanogaster) change
GB50121 chymotrypsin inhibitor - -- Trypsin Inhibitor cysteine rich domain 6,922
(Amci)

GB52466 - - - Vitellogenin_N 7,445
GB48823 cuticular protein 2 (CPR2) - -- Chitin bind 4 7,788
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Gene Proteina Ortologo (D. Proteina ort6loga Dominio conservado (Pfam) Fold-
melanogaster) change

GB55030 -- -- - - 8,515
GB42626 -- -- -- -- 8,545
GB53925 -- -- -- -- 9,209
GB50009 -- CG8369 - 9,383
GB54549  alpha-glucosidase (Hbg2) CG14934 Mal-B1-PA Alpha amylase catalytic domain family 9,591
GB51989 -- -- - Pacifastin inhibitor (LCMII) 9,747
GB46587 -- CG33998 - - 12,372
GB44996  hexamerin 110 (Hex110) - -- Hemocyanin, all-alpha domain/ Hemocyanin,

copper containing domain/ Hemocyanin, ig- 12,385

like domain
GB41706 -- -- - - 12,485
GB50363 - - -- Topoisomerase ll-associated protein PAT1 15,063
GB42900 -- -- - - 15,584
GB43713 cytochrome P450 9Q1 CG11466 Cyp9f2-PA Cytochrome P450 16,490
(CYP9Q1)

GB40009 -- -- - -- 16,492
GB48391 - - -- Tymovirus 45/70Kd protein 19,690
GB41110 -- -- - - 20,009
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Gene Proteina Ortélogo (D. Proteina ort6loga Dominio conservado (Pfam) Fold-
melanogaster) change
GB56000 -- - - - 20,452
GB43690 -- -- -- Insect allergen related repeat, nitrile-specifier 22,233
detoxification
GB46367  15-hydroxyprostaglandin - -- Rossmann-fold NAD(P)(+)-binding proteins/
dehydrogenase [NAD+]- DUF4271 25,178
like
GB51696  Hexamerin 70c precursor - -- Hemocyanin, all-alpha domain/ Hemocyanin,
copper containing domain/ Hemocyanin, ig- 25,244
like domain
GB46311 cuticular protein 21 CG30045 Cprd9Aa-PB Chitin bind 4/ Laminin G domain 25,701
(CPR21)
GB50116 chymotrypsin inhibitor- CG33259 -- Trypsin Inhibitor like cysteine rich domain 26,525
like
GB48148 -- -- - - 36,147
GB54419 short-chain - -- Short chain dehydrogenase 38,867
dehydrogenase/reductase
GB51697  Hexamerin 70b precursor CG4178 Lsplp Hemocyanin, all-alpha domain/ Hemocyanin,
copper containing domain/ Hemocyanin, ig- 41,532
like domain
GB43330 - - -- -- 45,349
GB40007 nesprin-1-like CG42768 Msp-300-PD - 54,706
GB46366  15-hydroxyprostaglandin - -- -
dehydrogenase [NAD+]- 76,270
like
GB43689 - - -- Insect allergen related repeat 121,228
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4.1.2 GDEs em cérebros L3 como alvos de regulacdo por miRNAs de geléia real

Guo et al. (2013) mostraram que determinados miRNAs fornecidos pela alimentacéo
as larvas de rainhas sdo capazes de alterar a casta de destino das larvas, e que alguns dos mais
abundantes miRNAs presentes na geléia de operarias parecem regular coletivamente uma
série de mRNAs com funcdes no sistema nervoso (GUO et al., 2013). Como a fase larval
estudada por nés (L3) € o momento em que ocorre uma grande diferenciacdo nutricional entre
as castas, os miRNAs presentes nas geléias real e de operaria podem participar da regulacéo
pos-transcricional da expressao dos GDEs nos respectivos cérebros, e, assim, determinar seus
destinos de desenvolvimento. Para testar esta hipotese, identificamos nas 3’UTRs desses
genes as sequencias cis que eventualmente ligariam miRNAs descritos por Guo et al. (2013).
Consideramos genes alvos aqueles cujas previsoes apresentaram ligacdes com energia livre <
-20 kcal /mol, e valor de p <0,05, e cujo nivel de enriquecimento para miRNA era
significativo (p <0,05) em comparagdo com os sitios alvos de todo o genoma.

Foram utilizados dados de sequéncias de miRNAs disponiveis no banco de dados
miRBase versao 20. Foram encontrados 48 miRNAs presentes nas geléias (GUO et al., 2013),
dos quais todos estdo presentes na geléia de operéaria e apenas 25 na geléia real. Identificaram-
se 34 miRNAs (Tabela 5) que possuem sitios alvo enriquecidos nos GDEs (p-value < 0,05), 0
gue mostra que ha maior probabilidade de ligacdo destes genes selecionados (GDES) pelos
miRNAs enriquecidos do que do restante de genes do genoma.

Todos os 60 DEGs mostraram ser possiveis alvos de pelo menos seis dos 34 miRNAs
selecionados (Figura 20). Os genes que tiveram maior numero de miRNAs compativeis, de 34
a 32 miRNAs, foram GB51989 (dominio conservado Pacifastin inhibitor), GB49054 (trynity),
GB50562 (Osiris 3), GB50565 (Osiris 7), GB50566 (Osiris 8), GB50648 (sp25) e GB50875
(alipoproteina D). E os miRNAs com maior nimero de genes alvo foram ame-miR-210, ame-
miR-190 e ame-miR-34.
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cinza) os GDEs que possuem sitio alvo nas suas regides 3’UTR para os 34 miRNA enriquecidos

das geléias real e de operaria.

Fonte: Da autora.
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Tabela 5 — miRNAs enriquecidos. A tabela mostra o nimero total de genes do genoma (N_genes) e aqueles que

sdo alvos (N_targets) do miRNA correspondente aquela linha. Mostra também o nimero de DEGs
(N_PPI) e o0 nimero daqueles que séo alvos (targets PPI) do miRNA correspondente aquela linha. O
p_value corresponde ao grau de confiabilidade daquele gene ter mais chance de ter um DEG como
alvo do que um gene qualquer do genoma.

Fonte: Da autora.
miRNA N_targets N_genes targets PPl N_PPI P_value
ame-miR-283 3140 14671 20 60 2.16E-02
ame-miR-9272 4221 14671 24 60 4.03E-02
ame-miR-10 5669 14671 31 60 2.72E-02
ame-miR-13a 5672 14671 36 60 6.47E-04
ame-miR-125 5942 14671 36 60 1.75E-03
ame-miR-14 6514 14671 37 60 5.23E-03
ame-miR-100 6815 14671 39 60 2.87E-03
ame-miR-iab-4 7401 14671 39 60 1.61E-02
ame-miR-13b 6958 14671 41 60 8.46E-04
ame-miR-279b 7623 14671 41 60 7.35E-03
ame-miR-279c 7953 14671 41 60 1.82E-02
ame-miR-315 7032 14671 42 60 4.37E-04
ame-miR-133 7049 14671 43 60 1.72E-04
ame-miR-92b 8085 14671 43 60 6.29E-03
ame-miR-92a 8129 14671 43 60 7.15E-03
ame-miR-276 7882 14671 44 60 1.43E-03
ame-miR-316 9682 14671 47 60 2.66E-02
ame-miR-305 9818 14671 48 60 1.86E-02
ame-miR-1 9543 14671 49 60 3.68E-03
ame-miR-7 10356 14671 49 60 3.62E-02
ame-miR-2 9061 14671 50 60 2.42E-04
ame-miR-993 9638 14671 50 60 1.95E-03
ame-miR-375 9768 14671 50 60 2.99E-03
ame-miR-252b 11063 14671 52 60 2.48E-02
ame-miR-124 11109 14671 52 60 2.81E-02
ame-bantam 10121 14671 53 60 4.08E-04
ame-let-7 11006 14671 53 60 8.75E-03
ame-miR-184 10104 14671 54 60 1.03E-04
ame-miR-282 11131 14671 54 60 4.77E-03
ame-miR-31a 11758 14671 54 60 3.25E-02
ame-miR-317 11761 14671 54 60 3.27E-02
ame-miR-210 12098 14671 57 60 3.94E-03
ame-miR-190 12583 14671 57 60 2.14E-02

ame-miR-34 12298 14671 58 60 1.95E-03
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5 DISCUSSAO

Nosso grupo demonstrou recentemente que as primeiras diferencas morfoldgicas e
moleculares entre os cérebros de rainhas e operarias foram encontradas no quarto estagio
larval (MODA et al., 2013). Para testar a hipotese de que as diferencas morfoldgicas entre 0s
cerebros de castas se originam a partir de diferenciacbes moleculares que acontecem em
estagios anteriores, obtivemos e analisamos 0s transcriptomas do cérebro de L3 de rainhas e
operarias. Os resultados de sequenciamento de poli-A+ mostraram 60 genes diferencialmente
transcritos, o que indica que o difenismo cerebral entre castas em A. mellifera ja existe em L3.
Dos 60 GDEs, 29 sdo mais transcritos em cérebros de rainhas e 31 em cérebros de operérias.
Neste trabalho mostramos, ainda, que a expressdo destes genes pode sofrer regulacdo
diferencial postranscricionalmente por miRNAs presentes nas diferentes geleias (real e de

operarias).

5.1 SOBRE OS GENES MAIS EXPRESSOS NO CEREBRO DE RAINHAS L3

De acordo com as analises in silico, 14 dos 29 genes mais expressos no cérebro de
rainhas em relacdo ao de operarias em L3 apresentam proteina ja conhecida ou dominio

conservado.

Genes envolvidos na atividade e desenvolvimento neuronal: forked, AADC, Spatzle-2
and apolipoprotein D. A sequéncia de aminoacidos predita referente ao GB53286, super-
expressa no cérebro de rainhas em relacdo ao de operarias em L3 (Fold-change: 9,939),
apresenta identidade com a proteina forked de A. mellifera.

O citoesqueleto é constituido por actina, filamentos intermediarios e microtibulos, e
tém papéis fundamentais em praticamente todas as fungdes de células, incluindo a divisao
celular, motilidade, adesdo, sinalizacéo, trafico por endocitose e transporte, bem como na
regulacdo das formas celulares e de organelas e suas distribuicdes (AKHMANOVA,;
STEARNS, 2013). Naturalmente, isto também se aplica ao sistema nervoso, onde o
citoesqueleto tem um papel essencial durante o desenvolvimento, a funcdo, a regeneracéao e a

degeneracgéo dos neuronios.
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Muitas proteinas de ligacdo a actina sdo importantes para a formacao de estruturas de
actina, incluindo scruin no processo acrossomal de espermatozéide de Limulus, singed em
canais circulares de Drosophila, e fimbrina e vilina em microvilosidades, e fimbrina e espin
em estereocilios (FATH; BURGESS, 1995; SANDERS et al., 1996). As proteinas forked em
Drosophila séo proteinas de ligacdo a actina. Forked é essencial para a formacéo das fibras de
actina hexagonal que embalam feixes de cerdas presentes no desenvolvimento de Drosophila
(PETERSEN et al., 1994). A proteina forked concentra nas pontas das cerdas, mesmo antes da
actina podem ser detectadas por coloracdo com faloidina (PETERSEN; QIN, 1996). Estas
observacOes sugerem que a proteina forked esta envolvida na iniciacdo da formacéo de feixe
de actina.

Experimentos realizados por Grieshaber e Petersen (1999) mostraram que a proteina
forked A, quando expressa em células de mamifero, induz a formagdo de grandes feixes de
actina, aumenta a quantidade total de actina-F na célula, e co-localiza com estes feixes de
fibras de actina grandes. Sugerindo que forked ndo sé € essencial para a construcéo de feixe,
mas também esta envolvida na iniciacdo da formacédo dos feixes de fibras de actina.

Claramente, o citoesqueleto tem um papel essencial durante o crescimento axonal.
Como forked foi mais expresso no cérebro de larvas de rainhas L3, este gene poderia atuar na
formacdo inicial dos feixes de actina que permitem o prolongamento dos ax6nios até seu alvo,
atuando no maior desenvolvimento do sistema nervoso em larvas de rainhas L3.

A sequéncia de aminodcidos predita referente ao GB40604, super-expressa no cérebro
de rainhas em relacdo ao de operéarias em L3 (Fold-change: 12,850), apresenta identidade com
a proteina spz2 de A. mellifera. Essa proteina é ortdloga da Neurotrophin-1 de D.
melanogaster.

No desenvolvimento do cerebro em vertebrados, neurénios sdo produzidos em
excesso, e estes neurbnios em excesso sdo eliminados através de apoptose, ajustando
inervacdo, direcionamento e conectividade para atingir o tamanho ideal (LEVI-
MONTALCINI, 1987). As neurotrofinas (NTs) sdo a maior classe de moléculas que
promovem sobrevivéncia neuronal em vertebrados. Elas tambem controlam proliferacéo
celular e diferenciagdo neuronal, e sdo requeridas para elabora¢Ges axonais e dendriticas,
plasticidade sinaptica, excitabilidade e potenciacdo a longo prazo (LTP, a base da memdria e
aprendizado) (DAVIES, 2003; BLUM; KONNERTH, 2005; LU; PANG; WOO, 2005;
ZWEIFEL, 2005). NTs fundamentam a maioria dos aspectos do desenvolvimento e funcdo do
sistema nervoso dos vertebrados, e a funcdo anormal de NTs esta ligada a distlrbios
psiquiatricos (CHEN et al., 2006; ARANCIO; CHAO, 2007; MARTINOWICH; MANJI; LU,
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2007). NTs sdo as moléculas chaves ligando estrutura e funcdo do sistema nervoso em
vertebrados (BLUM; KONNERTH, 2005; LU; PANG; WOOQ, 2005).

A ingestdo em quantidades especificas de alguns alimentos, como &cidos graxos -3,
alteram os niveis de fatores neurotroficos, como as neurotrofinas e o BNDF, moléculas
associadas a promocdo da neurogénese e sobrevivéncia neuronal (LEE; SEROOGY;
MATTSON, 2002; WU; YING; GOMEZ-PINILLA, 2004).

Estudos realizados por Zhu et al. (2008) mostraram que a Neurotrofina 1 de D.
melanogaster (DNT1) é um membro da superfamilia NT que promove a sobrevivéncia
neuronal e direcionamento axonal. A perda da funcdo de DNT1 resulta no aumento da
apoptose neuronal, e interferindo com a funcdo DNTL, afeta a orientacdo de axdnios motores
embrionarios. No sistema nervoso central (SNC), a sobrevivéncia neuronal depende de DNT1
produzido em quantidades limitadas na linha média. DNT1 € expresso no cérebro, nos centros
de aprendizagem e de memoria, 0 que sugere possiveis fun¢es neuronais mais elevadas.

O gene Spz2 € mais expresso em cérebros de rainhas L3 quando comparados ao
cérebros de operarias L3. Os resultados apresentados aqui sugerem que o controle de
sobrevivéncia e orientacdo da célula pela superfamilia NT &€ um mecanismo antigo de
desenvolvimento do sistema nervoso. Outras fungdes das DNTs também poderiam incluir a
atividade sinaptica e neuronal, aprendizado e memdria. Assim, a maior expressdo de Spz2 no
cérebro de rainhas explica 0 maior e mais rapido desenvolvimento deste 6rgdo em resposta a
alimentacéo diferencial em larvas desta casta.

A sequéncia de aminoacidos predita referente ao GB50875, super-expressa no cérebro
de rainhas em relacdo ao de operarias em L3 (Fold-change: 13,334), apresenta identidade com
a proteina apolipoprotein D-like, transcript variant 2 de A. mellifera. Essa proteina apresenta o
dominio conservado Lipocalin, cytosolic fatty-acid binding protein family.

A apolipoproteina D (apoD) é uma glicoproteina de 29 kDa expressa em niveis
elevados no SNC (PROVOST et al., 1991; RASSART et al., 2000). O principal papel de
apoD ainda € incerto, mas por analogia com outras lipocalinas pode servir como um
transportador de pequenas moléculas hidrofobicas entre a circulacdo e o tecido (FLOWER;
NORTH; SANSOM, 2000). Muitos estudos tém demonstrado que lipidios se ligam a apoD,
inclusive colesterol, acido araquiddnico e uma variedade de esterdides, tais como
pregnenolona, dihidrotestosterona, testosterona, desidroepiandrosterona e estradiol (MORAIS
CABRAL et al., 1995; RASSART et al., 2000). No entanto, ndo ha provas conclusivas de que
apoD desempenha um papel crucial no transporte desses lipidios no cérebro. E claro que
apoD ¢é hiperexpresso durante a regeneracdo do nervo periférico (BOYLES; NOTTERPEK;
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ANDERSON, 1990) e em resposta a lesdo induzida por &cido cainico no hipocampo de ratos
(ONG et al., 1997) e que também pode estar relacionado com redistribuicdo de lipidos durante
reparo ou em resposta a outros fatores, como inflamagéo e estresse oxidativo (DO CARMO;
LEVROS; RASSART, 2007).

Durante o desenvolvimento do cérebro, ha uma demanda substancial por deposicéo de
lipidios ndo s6 durante a mielinizacdo, mas também em relacdo a manutencdo da plasticidade
sinaptica (QUAN et al., 2003; DIETSCHY; TURLEY, 2004; HERZ; CHEN, 2006). Um
trabalho feito por Ong et al. (1999) revelou um padrdo temporal da expressédo de apoD no
cérebro de ratos em desenvolvimento , com um elevado nivel de expressdo coincidente com o
periodo de mielinizacdo ativa no cérebro dos roedores . Além disso, o cerebelo de rato mostra
a expressao de precursor de apoD em células oligodendrogliais no periodo neonatal precoce e
por oligodendrocitos maduros em animais adultos, bem como a expressdo em neurdnios de
Purkinje a partir da segunda semana pos-natal. Estas observacdes sugerem que apoD pode
desempenhar um papel funcional na mielinizacdo, bem como na sinaptogénese, no cerebelo.

Estudos realizados por Navarro et al., 2013 mostrou que apoD pode regular
neuritogénese e sinaptogénese. Co-culturas de adip6citos com neurdnios periféricos
mostraram reforcada neurite e formacdo de sinapses. Também ja foi relatado que
apolipoproteinas D e E3 exercem efeitos neurotroficos e sinaptogénicos no ganglio de raiz
dorsal em culturas de células (KOSACKA et al., 2009). Além disso, este gene em humanos
parece estar envolvido em distdrbios neuroldgicos e danos na medula espinhal (MUFFAT;
WALKER; BENZER, 2008).

Sabendo que o gene apoD é mais expressos em cérebros de larvas de rainhas L3 em
comparagdo com cérebro de operarias da mesma idade, e que este gene esta envolvido com o
processo de sinaptogénese, apoD é um candidato a promogdo do maior desenvolvimento do
cérebro de rainhas no periodo larval.

A sequéncia de aminodacidos predita referente ao GB45938, super-expressa no cérebro
de rainhas em relacdo ao de operéarias em L3 (Fold-change: 14,190), apresenta identidade com
a proteina AADC de A. mellifera. Dopa Decarboxilase-PC é sua proteina ortdloga em D.
melanogaster.

Aminas biogénicas medeiam padrGes de comportamento em animais vertebrados e
invertebrados (LIBERSAT; PFLUEGER DE, 2004; HUBER, 2005; NICHOLS, 2006).
Monoaminas classicas, tais como dopamina e serotonina, estdo envolvidos numa variedade de
processos fisioldgicos, agindo como importantes neurotransmissores, neuromoduladores e

neurohormoénios nos sistemas nervosos periférico (SNP) e central (SNC) (ROEDER, 2005;
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SUMMERS; WINBERG, 2006; OVERLI et al., 2007; CHEN; HUNG; YANG, 2008;
LANGE, 2009). Estimulacdo adequada de dopamina, serotonina e receptores adrenérgicos em
fases especificas do desenvolvimento do cérebro, é importante para o desenvolvimento motor
e cognitivo normal (VERNEY; LEBRAND; GASPAR, 2002; GASPAR; CASES;
MAROTEAUX, 2003).

O gene Ddc em D. melanogaster codifica a dopa descarboxilase (DDC), uma enzima
que catalisa a descarboxilacdo de dopa em dopamina e de 5-hidroxitriptofano em serotonina
(DEWHURST et al., 1972; WRIGHT; BEWLEY; SHERALD, 1976; LIVINGSTON;
TEMPEL, 1983).

Shih et al. (2013) demonstraram que a inibicdo de Ddc em embribes de zebrafish
(Danio rerio) provoca diminui¢cdo no numero total de neurbnios e no tamanho do cérebro
quando analisaram a substancia branca. Houve também um aumento no numero de apoptose
cerebral. Outros estudos realizados com zebrafish, e também com ratos mostraram que a
dopamina e a serotonina também desempenham um papel importante no crescimento do
cérebro durante a fase inicial de desenvolvimento (CRANDALL et al., 2007; ARAKI; SIMS;
BHIDE, 2007; RUSSEK-BLUM et al., 2008; FLINN et al., 2009; AIRHART et al., 2012).

Um gene homdlogo ao Ddc em humanos, o AADC, estd funcionalmente associado a
varias perturbacBes neuroldgicas, incluindo a doenca de Parkinson (NEFF;
HADJICONSTANTINOU, 1995; KING et al.,, 2011). Pacientes com outras doencas
neuroldgicas como transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade, que revelam a funcgédo
dopaminérgica insuficiente, mostraram cérebro com tamanho menor (SWANSON et al.,
2007). Na deficiéncia de AADC, 24% e 6% das criangas tém cérebro anormal mostrado por
ressonancia magnética (MRI) e tomografia computadorizada (TC), respectivamente
(MANEGOLD et al., 2009; BRUN et al., 2010).

Com base nos achados cientificos supracitados, e considerando o processo de
neurogénese de A. mellifera, Ddc supostamente atuaria na catalisagdo da conversdo de
substratos em dopamina e serotonina que tém papel no desenvolvimento do cérebro. O fato
da sequéncia que codifica Ddc ser mais transcrita em rainhas do que em operérias, ambas no
terceiro estagio larval, sugere o favorecimento do maior crescimento cerebral nas primeiras,
uma vez que ja foi constatado que o cérebro da casta reprodutora é mais desenvolvido na fase
larval (MODA et al., 2013).

Genes relacionados a atividade de serino protease: SP25 e SP33 e SPH41. A

sequéncia de aminoacidos predita referente ao GB49946, super-expressa no cérebro de
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rainhas em relacdo ao de operarias em L3 (Fold-change: 8,923), apresenta identidade com a
proteina SPH41 de A. mellifera. Sua proteina ortéloga em D. melanogaster é a mas-PB.

As serina-proteases sdo um grupo diverso de enzimas que sdo caracterizadas pela
presenca de trés aminoacidos criticos - histidina, aspartato e serina - no sitio catalitico (DI
CERA, 2009). Muitas serina proteases sdo expressas no cérebro e desempenham um papel no
desenvolvimento, manutencdo e patologia do sistema nervoso (GINGRICH; TRAYNELIS,
2000; LUO; WANG; REISER, 2007; WANG; LUO; REISER, 2008). As acdes de serina
proteases sdo reguladas por outra classe de proteinas, os inibidores de protease de serina ou
Serpins (MIRANDA; LOMAS, 2006). Os efeitos da interacdo entre as serina-proteases e seus
inibidores parecem desempenhar papel na fisiologia e fisiopatologia do cérebro
(TOMIMATSU et al., 2002; MIRANDA; LOMAS, 2006; WANG; LUO; REISER, 2008). O
papel de serinas proteases em mediar repulsdo por contato levando a uma inibicdo do
crescimento foi demonstrado em cones de crescimento do SNC (BAIRD; RAPER, 1995).
Orientacdo do cone de crescimento envolve uma variedade de mecanismos moleculares
diferentes, incluindo a adesé@o celular e quimiotropismo (BAIER; BONHOEFFER, 1994;
GARRITY; ZIPURSKY, 1995). Proteases servem como pistas repulsivas ou inibitérias que
desestabilizam as interaces cone de crescimento/matriz, conduzindo assim a uma diminuicao
na taxa de crescimento de neurites em cultura (SCHWAB et al., 1993). Isto implica que a
dindmica de crescimento axonal € regulada por um equilibrio de proteases associados e
gradientes difusiveis de inibidores na proximidade do cone de crescimento (PITTMAN;
BUETTNER, 1989).

O gene masquerade (mas) em D. melanogaster codifica uma proteina secretada de
1047 aa, que € processada e gera dois polipeptideos diferentes. O polipeptideo carboxi-
terminal apresenta uma grande semelhanca com as serinas proteases, mas nao é provavel que
possua atividade catalitica uma vez que a serina associada com a triade catalitica de residuos,
foi substituida por uma glicina (MURUGASU-OEI et al., 1995). Um estudo realizado por
Murugasu-Oei et al. em 1996 mostrou em D. melanogaster alelos nulos de mas mostram
estagnacdo dos cones de crescimento dos neurdnios, mostrando que mas é susceptivel de
desempenhar um papel na estimulacdo da orientagéo axonal.

Como o gene SPHA41, ortélogo do gene mas de D. melanogaster, é mais expresso em
ceérebros de larvas de rainhas L3 quando comparado com as amostras de operarias, esse gene
poderia contribuir para o maior desenvolvimento do cérebro de rainhas.

As sequéncia des aminoacidos preditas referentes aos GB50650 e GB50648, super-

expressas no cérebro de rainhas em relacdo ao de operérias em L3 (Fold-change: 9,301 e
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12,413, respectivamente), apresenta identidade com as proteinas SP33 e SP25 de A. mellifera.
Essas proteinas apresentam o dominio conservado Trypsin.

As serina proteases, incluindo a trombina, a tripsina, as proteases tripsina-like, e
muitas outras, sdo ubiquamente distribuidas por todo o corpo humano e desempenham um
papel fundamental em muitos processos fisiologicos e patoldgicos importantes, tais como a
digestdo dos alimentos, homeostase, reproducdo, resposta imune, assim como sinais de
transducdo. No SNC, a importancia de vérias serina-proteases extracelulares bem conhecidas,
tais como trombina e plasmina, tem recebido grande atencéo. Estas proteases sao expressas no
cérebro, e tém um papel funcional na regulacdo das consequéncias de acidente vascular
cerebral isquémico, plasticidade sinaptica, neurodegeneracdo e neurorregeneracdo (XI;
REISER; KEEP, 2003; SHEEHAN; TSIRKA, 2005).

Tripsina, outra serina-protease importante, foi inicialmente isolada a partir do suco
pancreatico de animais, mas foi mais tarde identificada em muitos tecidos diferentes
(COTTRELL et al., 2004). Tripsina desempenha um papel central na digestdo de alimentos,
assim como na transducdo de sinal celular mediada através da ativacdo proteolitica dos
receptores ativados por protease (PARs). No cérebro, tripsina e tripsina-like
extrapancreaticas, como neuropsina, neurotripsina, neurosina, mesotripsina/ tripsina 1V, P22,
foram detectadas e estdo envolvidas no desenvolvimento neuronal, plasticidade,
neurodegeneracdo e neurorregeneracdo no cérebro (GSCHWEND et al., 1997; SAWADA et
al., 2000).

Neuropsina é capaz de hidrolisar os componentes da matriz extracelular por seu sitio
ativo de serina (SHIMIZU et al., 1998). Em seus estudos, Nakamura et al. (2006) mostraram
que neuropsina e L1 regulam mudancas estruturais da sinapse do hipocampo, que sao
importantes para a plasticidade neural, incluindo aprendizagem e memoria. Durante o
desenvolvimento, a expressdo do mRNA de neurotripsina é detectavel no embrido de 9 dias, e
um nivel moderado de expressdo é mantida no SNC no embrido de 13 - 20 dias (IIJIMA et al.,
1999). O gene neurotripsina mutante contribui para o retardo mental em criangas
(MOLINARI et al., 2002). Neurosina parece estar envolvida na patogénese de doencas
neurodegenerativas, como Alzheimer, mal de Parkinson e esclerose multipla em humanos
(BLABER et al., 2004; TERAYAMA et al., 2005). A expressdo anormal de neurosina no
cérebro também tem sido observada em modelos animais de outras doencas
neurodegenerativas (TERAYAMA et al., 2004; UCHIDA et al., 2004; OKA et al., 2005).
Embora mesotripsina/ tripsina IV também estdo implicadas em neurodegeneracdo, o seu

significado funcional ainda permanece em grande parte desconhecido. Particularmente,
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mesotripsina/ tripsina IV e P22 exercem suas funcdes fisiologicas e patologicas através da
ativacdo de certos PARs (SAWADA et al., 2000; WANG et al., 2006).

Como demonstrado tripsina e tripsina-like extrapancreaticas presentes no cérebro
participam  do  desenvolvimento  neuronal, plasticidade, neurodegeneragdo e
neurorregeneracdo do cérebro. SP33 e SP25 sdo serinas proteases com dominio de tripsina-
like mais expressas no cérebro de larvas L3 de rainhas quando comparadas com cérebros da
mesma fase larval de operérias. Essas proteinas poderiam contribuir para um maior

desenvolvimento do cérebro em rainha durante os primeiros estagios de desenvolvimento.

Genes com fungBes ndo relacionadas de forma clara a neurogéneses: Cht-3, circadian
clock-controlled protein-like, GB48978, Cypdavl. A sequéncia de aminoacidos predita
referente ao GB43173, super-expressa no cérebro de rainhas em relagdo ao de operarias em
L3 (Fold-change: 8,179), apresenta identidade com a proteina Cht-3 de A. mellifera, que
possui 0s dominios conservados Superfamilia Chitin binding Peritrophin-A domain e
Glycosyl hydrolases family 18A.

A quitina é um polissacarideo composto de -4,1-ligada N-acetil-D-glucosamina. Tem
um papel fundamental na manutencdo da morfologia e protecdo dos organismos contra
ataques externos agindo como um elemento de suporte em estruturas extracelulares, tais como
0 exoesqueleto de artrépodes (KRAMER; KOGA, 1986), a casca de ovo de nematoides
(BRYDON et al., 1987) e a parede celular de cistos de parasitas amebdides (ARROYO-
BEGOVICH et al., 1980). Em insetos, a quitina € um componente vital das cuticulas da
epiderme e traqueia, bem como a matriz peritréfica (PM) e no limen do intestino médio
(LEHANE, 1997; KRAMER; MUTHUKRISHNAN, 2005). Em todas estas estruturas, a
quitina é associada a uma variedade de proteinas que influenciam as propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas da estrutura extracelular. Embora a natureza quimica exata da
associacdo da matriz de quitina com proteinas ndo seja bem compreendida, 0 progresso esta
sendo feito em catalogar as proteinas encontradas na cuticula e PM. Duas classes principais
de motivos de ligagdo a quitina foram identificadas em proteinas de insetos. Um deles contém
uma sequéncia composta por seis cisteinas o0 que provavelmente formam trés pontes
dissulfeto. Este motivo de sequéncia é referido como Chitin binding Peritrophin-A domain e é
encontrado em numerosas proteinas extraidas de PMs de insetos.

Durante o processo de muda, a quitina velha da cuticula e PM é degradada e
substituida por quitina sintetizada (NATION, 2008). A sintese de quitina é catalisada por

sintetases de quitina, que estdo catalogadas em duas classes: CHS1 e CHS2. Em contraste, a
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degradacdo da quitina é hidrolisada por quitinases, que catalisam a hidrélise aleatéria de N-
acetil-B-D-glucosamina B-1,4-glicosidicas em quitina e quitodextrina. Quitinases de insetos
pertencem a familia 18 das glicosil hidrolases, com base na conservagdo de sequéncias de
aminoacidos e muitos motivos conservados, como o Glycosyl hydrolases family 18A
(HENRISSAT; BAIROACH, 1993).

As quitinases de insetos sdo enzimas cruciais para a degradacdo da quitina na cuticula
e presumivelmente na PM durante a muda (ZHU et al., 2008). Sabe-se que hé grupos bastante
grandes e diversos de genes quitinase identificados em varias espécies de insetos. Por
exemplo, o organismo modelo genético, D. melanogaster, tem 22 genes quitinase e quitinase-
like. Anopheles gambiae tem 17 genes que codificam quitinases e Tribolium castaneum, um
membro da ordem Coleoptera, tem 16 genes da familia quitinase (ZHU et al., 2008).

Varios genes da familia quitinase podem ter vérias funcGes durante o crescimento e
desenvolvimento de insetos. Com base na tecnologia RNA de interferéncia (RNAI), para
determinar a funcdo de diferentes quitinases durante o desenvolvimento de T. castaneum
(ZHU et al., 2008) e Spodoptera exigua (ZHANG et al., 2012), sugeriram que uma parte das
quitinases sdo essenciais para a rotatividade de cuticula, regulando contracdo abdominal e
expansdo da asa. Além disso, as quitinases podem estar envolvidas em outros processos
fisioldgicos, tais como a defesa imune (YAN et al., 2002) e controle de doencas (LANGER et
al., 2002).

Foi relatado que a expressdo de quitinase especifica do intestino pode ser regulada por
inanicdo em muitos insetos. Especificamente, os insetos que se alimentam de sangue, tais
como o A. gambiae (SHEN; JACOBS-LORENA, 1997) e Lutzomyia longipalpis
(RAMALHO-ORTIGAO; TRAUB-CSEKO, 2003), a expressdo de genes quitinases aumenta
substancialmente em resposta a alimentacdo. Em Ostrinia nubilalis, o nivel de transcricdo de
OnCht aumentou significativamente através da alimentacdo e foi reduzido através da fome
(KHAJURIA et al., 2010). Estes resultados sugeriram que as quitinases estavam envolvidas
na alteracdo do contetido de quitina do intestino durante a alimentacéo.

Quitotriosidase (chit) € um membro da familia de quitinases de mamiferos e é
secretada por macréfagos e neutréfilos ativados. A quitina € hidrolisada por chit, no entanto,
como a quitina estd ausente em humanos, o significado de atividade da chit humana é
desconhecido. O nivel de atividade de Chit plasmatica esta correlacionado positivamente com
a doenca de Alzheimer e a esclerose multipla. Polimeros de glucosamina quitina-like séo
descritos no interior das placas B-amildides de cérebros com Alzheimer (CASTELLANI et al.,
2005). Assim, a atividade Chit encontrado no plasma de Alzheimer (SOTGIU et al., 2007)
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tem sido postulada como sendo a consequéncia da ativacdo da microglia e macrofagos na
tentativa de limpar cérebro com Alzheimer a partir de depdsitos de quitina-like
potencialmente patogénicos. A glucosamina é formada a partir de glicose e tende a formar
polimeros de quitina. O metabolismo da glicose marcadamente aumentada que ocorre durante
a inflamag@o no cérebro de pacientes com esclerose multipla pode induzir um aumento da
formacdo de substancias de quitina-like. Castellani; Perry; Smith (2007) sugerem que 0s
polissacarideos quitina-like no cerebro de pacientes com Alzheimer poderia fornecer um
andaime para deposicdo de B-amiloide e que a glucosamina pode, por conseguinte, facilitar o
processo de amiloidose.

A expressdo de grandes quantidades de quitinase no cérebro de rainhas, em resposta a
eventuais altos niveis de sintese deste composto em razdo a ingestdo de carboidratos (que é
maior em rainhas; LEIMAR et al., 2012), pode representar uma estratégia de defesa
fisiolégica aos potenciais efeitos nocivos da acumulacdo de quitina. Neste sentido, este
sistema biologico pode ser usado como modelo ndo mamifero para o estudo dos mecanismos
de regulacdo da atividade da quitinase envolvida em processos patoldgicos classicos do
envelhecimento humano.

A sequéncia de aminodacidos predita referente ao GB42796, super-expressa no cérebro
de rainhas em relacdo ao de operéarias em L3 (Fold-change: 12,850), apresenta identidade com
a proteina circadian clock-controlled protein-like de A. mellifera. Essa proteina apresenta o
dominio conservado JHBP.

Os ritmos circadianos sao a manifestacdo externa de um sistema de temporizacdo
interna gerada por um reldgio circadiano, que € sincronizado pelo ciclo dia-noite (REPPERT;
WEAVER, 2002). O relégio circadiano proficientemente coordena 0S pProcessos
homeostaticos de organismos vivos para combinar ciclos impostos de 24 h e as influéncias de
quase todos os aspectos da fisiologia e comportamento (HASTINGS; REDDY; MAYWOOD,
2003). O relogio do sistema de mamifero é hierarquico, com um reldégio principal para
controlar os ritmos circadianos localizados no nucleo supraquiasmatico (SCN) e varios
osciladores escravos presentes em orgaos perifericos (GEYFMAN; ANDERSEN, 2009).

A maquinaria do relégio circadiano regula um grande conjunto de genes de controle
de reldgio (CCGs) e as transcricbes de muitos destes genes apresentam ritmos circadianos
(AKHTAR et al., 2002; BLASING et al., 2005; WIJNEN et al., 2006). Identificacdo de CCGs
e elucidacao de sua funcdo € uma importante linha de pesquisa em cronobiologia (SATO et
al., 2003; DOHERTY; KAY 2010).
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Abelhas meliferas (A. mellifera) fornecem um excelente modelo em cronobiologia
porque seu reldgio circadiano esta envolvido em comportamentos complexos como memaria
ligada ao tempo, orientagdo pelo sol e comunicacdo por danca (BLOCH, 2009; 2010). Além
disso, as abelhas mostram plasticidade natural, marcante em ritmos circadianos que estéo
associados com a divisdo do trabalho que organiza suas sociedades complexas. Operarias
forrageiras exibem fortes ritmos circadianos, e sdo ativas durante o dia, e no sono durante a
noite, como se encaixa a sua dependéncia em relacdo aos ritmos diérios de néctar floral e
disponibilidade de pdlen. Abelhas operarias nutrizes que cuidam da ninhada ndo apresentam
ritmos circadianos claros (BLOCH, 2009; 2010).

A organizacdo anatdbmica do reldgio circadiano ndo foi descrito em detalhes para as
abelhas ou para qualquer outro inseto social. No entanto, é seguro assumir que 0 marca-passo
central controlando o comportamento ritmico esta localizado no cérebro, como em todos os
outros insetos estudados até agora (SAUNDERS, 2002; HELFRICH-FORSTER, 2004).

A familia JHBP consiste de diversas proteinas de ligagdo ao hormdnio juvenil. O HJ
regula embriogénese, mantem o status quo do desenvolvimento larval e estimula maturacao
reprodutiva no inseto adulto. HJ é transportado dos locais de sua sintese a tecidos alvos por
um carregador da hemolinfa chamado JHBP. JHBP protege as moléculas de HJ de hidrolise
por esterases ndo-especificas presentes na hemolinfa do inseto. A estrutura cristalina do JHBP
de Galleria mellonella mostra uma dobra ndo usual cosistindo de uma longa alfa-hélice
enrolada numa curva muito antiparalela em folha-beta. O padréo de dobra para esta estrutura
se assemelha a encontrada em algumas proteinas ligantes de lipideos tandem-repeat de
mamiferos e proteinas de aumento da permeabilidade bactericida, com uma organizacao
similar da grande cavidade e uma ligacdo dissulfeto ligando a longa hélice e folha-beta.
Parece que JHBP forma duas cavidades, das quais apenas uma, aquela perto de N- e C-
terminais, liga-se o horménio; esta ligacdo induz uma mudanga conformacional, de
significado desconhecido [NCBI Conserved Domain (MARCHLER-BAUER; BRYANT,
2004; MARCHLER-BAUER et al. 2009; 2011)].

Esta proteina, circadian clock-controlled protein-like, apresenta um dominio JHBP que
permite a ligacdo de HJ que controla o desenvolvimento larval. As larvas de rainhas
apresentam titulos de HJ bem mais elevados na fase L3 do que as larvas de operaria na
mesma fase. Esta proteina poderia atuar na regulacdo do desenvolvimento cerebral pela
ligacdo ao HJ, favorecendo o desenvolvimento nas larvas de rainhas que apresentam cerebro

maior que o de operarias na fase larval.
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A sequéncia de aminoacidos predita referente ao GB48978, super-expressa no cérebro
de rainhas em relacdo ao de operarias em L3 (Fold-change: 14,911), apresenta o dominio
conservado Sugar (and other) transporte.

Duas propriedades dos regimes alimentares tém um significado particular no modelo:
um teor de acgucar reduzido da alimentacdo oferecida as larvas jovens destinado a operarias
jovens, o que reduz sua taxa metabolica e titulo de HJ na hemolinfa e induz morte celular
programada nos ovariolos, e uma quantidade reduzida de alimento para as larvas mais velhas
destinadas a operérias, o que as torna menores. (LINKSVAYER et al. 2011; 2012).

Os titulos de HJ na hemolinfa de rainhas e operarias respondem as regimes
alimentares impostas pelas nutrizes. Alimento dado a rainha é irrestrito e contém cerca de
12% de acucar, enquanto operérias sofrem mudancas na aimentacdo durante o
desenvolvimento. Durante os trés primeiros estagios (L1- L3) a alimentacdo da operaria é
irrestrita. A alimentacdo passa a ser restrita no quarto e quinto estagios, quando o teor de
acucar é aumentado. Depois das nutrizes selarem as células de operarias, estas passam fome
até a fase de pré-pupa, enquanto que as células de rainha sdo provisionadas em massa de
vedacdo, de modo que as rainhas continuam sendo alimentandas até a fase de pré-pupa
(REMBOLD, 1987; ASENCOT; LENSKY, 1988; RACHINSKY et al., 1990;
ANTONIALLI; DA CRUZ-LANDIM, 2009; LEIMAR et al., 2012).

Como mostrado acima as larvas de rainhas recebem uma maior quantidade de agucar
na sua alimentacdo, que é um dos fatores responsaveis pelo desenvolvimento de caracteres
especificos de rainha, como por exemplo, o cérebro maior na fase larval. Devido a grande
quantidade de acgUcar recebida durante a fase larval é necessario proteinas que transportem
esse agucar para dentro das celulas, o que leva as larvas desta casta ter maior expressao de um
gene com dominio de transportador de agucar.

A sequéncia de aminodacidos predita referente ao GB44513, super-expressa no cérebro
de rainhas em relagdo ao de operarias em L3 (Fold-change: 18,421), apresenta identidade com
a proteina Cyp4avl de A. mellifera. Cyp4s3é sua proteina ortéloga em D. melanogaster. Esta
proteina apresenta o dominio conservado Cytochrome P450.

Citocromo P450 forma uma diversificada e importante superfamilia de genes presente
virtualmente em todos os organismos. Projetos de seqlienciamento do genoma identificaram
um grande numero de sequéncias P450 em eucariotos (LE GOFF et al., 2003; LEWIS, 2004;
STRODE et al., 2008). Originalmente identificado como monooxigenases, enzimas P450 sdo

agora conhecidos por catalisar uma gama extremamente diversificada de reagdes quimicas
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importantes, tanto em processos de desenvolvimento e na desintoxicacdo de compostos
estranhos (HANNEMANN et al., 2007; ISIN; GUENGERICH, 2007).

P450 que executam fungdes essenciais em mamiferos e plantas tém sido identificados.
Por exemplo, em seres humanos, cypl7al e cypl9al catalisam passos na producdo de
androgénios e estrogénios (HAKKI; BERNHARDT, 2006). Cyp26bl metaboliza o acido
retindico e esta envolvido no destino das células germinais nos testiculos de ratos (BOWLES
et al., 2006). Cyp4f2 esta envolvido na eliminacdo de formas de pds-absortivo gama-tocoferol
de vitamina E (SONTAG; PARKER, 2002). Muta¢des em P450 de humano também conduz a
varias doencas (LI et al., 2004; NEBERT; RUSSELL, 2002). P450 de plantas sdo essenciais
para catalisar 0s passos na sintese de diversos compostos, incluindo fenilpropanoides, lipidos,
fito-hormonas, e carotendides (SCHULER; WERCK-REICHHART, 2003; INOUE, 2004).
Funcdes para P450 na desintoxicacdo de xenobidticos, por exemplo, metabolismo mediado
por P450 de drogas em mamiferos (GUENGERICH, 2003), sdo também bem caracterizados

Em comparacdo com as plantas e mamiferos, muito menos se sabe sobre as funcdes
dos diferentes enzimas P450 de insetos. Uma excecdo é o envolvimento de P450 na
biossintese do principal horménio de insetos 20-hidroxiecdisona (20H) de esterdis vegetais,
onde em Drosophila melanogaster pelo menos seis P450 estdo envolvidos (GILBERT, 2004).
Cyp302al, Cyp306al, Cyp31l5al e Cyp307a2 sdo expressos nas glandulas protoracicas de
embrides mais velhos e larvas e catalisam passos na via biossintéticada da ecdisona
(CHAVEZ et al., 2000; WARREN et al., 2002; 2004; ONO et al., 2006), enquanto Cyp314al
(shade), responsavel por catalisar a conversdo de ecdisona a 20H, € expresso no intestino,
tibulos de Malpighi, e corpo gorduroso (PETRYK et al., 2003). Cyp307al (spook), também
tem sido sugerido desempenhar um papel na sintese de ecdisona, mas que nao é expressa em
larvas (ONO et al., 2006). P450 envolvidos em outros processos enddgenos importantes na D.
melanogaster, também foram identificados, incluindo Cyp303al, necessario para 0
desenvolvimento e estrutura de cerdas sensoriais (WILLINGHAM; KEIL, 2004). P450
também estdo envolvidos em fendtipos comportamentais em D. melanogaster, com Cyp6a20
associado ao comportamento agressivo em homens (DIERICK; GREENSPAN, 2006; WANG
et al., 2008). Na barata Diploptera punctata, Cypl5al estd envolvido na biossintese de
horménio juvenil 11l (HELVIG et al., 2004).

Sugeriu-se que € necessario um grande complemento de P450 em genomas de insetos
(a maioria dos insetos possuem cerca de 100 diferentes P450) para proteger o inseto do
diversificado leque de compostos nocivos em seu ambiente (CLAUDIANOS et al., 2006).
P450 de insetos capazes de metabolizar aleloquimicos foram identificados (LI; SCHULER,;
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BERENBAUM, 2007). Por exemplo, cyp6blvl e cyp6b3vl da borboleta Papilio polyxenes
pode metabolizar os furanocoumarins que estdo na sua dieta (CHEN; BERENBAUM,;
SCHULER, 2002; LI; SCHULER; BERENBAUM, 2004). Numerosos P450 individuais
foram também implicados na resisténcia a inseticida em diferentes populacdes de insetos
(DABORN et al., 2002; BOGWITZ et al., 2005; YANG et al., 2006). Considerando a grande
variedade de eventos bioldgicos associados a este tipo de moléculas, em geral, relacionadas a
processos fisiometabdlicos e crescimento, seria de interesse avaliar os alcances de sua
participacdo no desenvolvimento diferencial do cérebro larval entre castas. De maneira
interessante, Evans e Wheeler (2001) analisando o corpo inteiro, encontraram um gene desta
familia mais expresso em larvas de operarias, o qual ndo faz mais do que adicionar razdes

para futuros estudos relacionados a biologia do gene correspondente a GB44513.

Outros genes. Alguns produtos dos genes mais expressos em cérebros de larvas de
rainhas L3 apresentam algumas informacdes conhecidas, porém néo apresentam funcéo clara
no desenvolvimento do cérebro. Estas proteinas estdo citadas e discutidas abaixo.

A sequéncia de aminodcidos predita referente ao GB49054, super-expressa no cérebro
de rainhas em relacdo ao de operarias em L3 (Fold-change: 15,713), apresenta similaridade
com a proteina trynity de D. melanogaster.

Um primeiro passo para a remodelacdo localizada de células epiteliais é a sua
polarizacdo ao longo do eixo apical-basal. De acordo com os modelos atuais (WODARZ;
NATHKE, 2007), trés processos principais interagem para modificar os mecanismos celulares
béasicos e levar a distribuicao de varias moléculas polarizadas (MELLMAN; NELSON, 2008).
Primeiro, o controle pos-traducional de proteina de triagem e de trafico intracelular fornece
sinais intrinsecos para a entrega localizada de componentes da membrana. Em segundo lugar,
em conjunto com o citoesqueleto, os complexos de proteinas que atuam como determinantes
de polaridade para fornecer sinais de orientagéo que especifica a polaridade celular global e a
forma (WODARZ; NATHKE, 2007). Finalmente, sdo necessarios sinais extracelulares para
orientar os mecanismos intracelulares num espaco tridimensional topologicamente ordenados
(SCHOCK; PERRIMON, 2002).

Proteinas do dominio da zona peltcida (ZPD) apresentam um papel mecanico na
remodelacéo local da forma da célula, tais como alongamento de células da asa de pupa em
Drosophila (ROCH; ALONSO; AKAM 2003), constricdo de células da hipoderme laterais
em C. elegans (SAPIO et al., 2005) e indugdo da forma colunar em células estaminais
embrionarias e de rim (TAKITO; AL-AWQATI, 2004). A zona peltcida também influencia o
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eixo embrionario-extra-embrionario de blastocistos de mamiferos atraves de restri¢Oes fisicas
(KUROTAKI et al., 2007), mostrando que as proteinas ZDP podem estar envolvidas em
vérias etapas na regulacdo mecénica da morfologia de células e tecidos.

Um estudo realizado com Drosophila por Fernandes et al., (2010) mostrou que as
proteinas ZDP mais basais, Trynity e Zye, sd@0 necessarias para a correta manutencdo de
complexos juncionais e determinantes apicais em células do denticulo. Isto, por sua vez,
sugere uma interacéo bidirecional entre proteinas ZPD e complexos de juncdo/polaridade para
assegurar, por um lado, a correta localizacdo de ZDP e, por outro lado, um refor¢co das
juncdes e determinantes apicais em células do denticulo. Reorganizacdo de jungdes celulares
é critico para varias alteracdes na forma da célula, tais como as envolvidas durante a extensao
da banda germinal ou invaginacdo da mesoderme (LECUIT; LENNE, 2007), e pode estar
envolvido no alongamento que ocorre ao longo do eixo dorsoventral de células do denticulo.
Além disso, a deformacdo do compartimento apical, que € mediada por reorganizacdo de
ECM e de actina e requer provavelmente uma arquitetura robusta das estruturas laterais para
ser traduzido para uma alteracdo coerente na forma da célula.

A sequéncia de aminodcidos predita referente ao GB54144, super-expressa no cérebro
de rainhas em relacdo ao de operarias em L3 (Fold-change: 24,313), apresenta o dominio
conservado Animal heme peroxidases and related proteins.

Heme peroxidases sdo enzimas abundantes que podem ser classificadas em duas
grandes familias, as peroxidases animais e ndo-animais, que surgiram a partir de dois eventos
evolutivos independentes (PASSARDI et al., 2007). As peroxidases ndo-animais incluem
plantas, bactérias, fungos e protistas (PASSARDI et al., 2007). O ciclo de peroxidase classica
envolve uma sequéncia de rea¢Oes da enzima nativa para composto I, entdo composto 1l e,
finalmente, de volta a enzima nativa (DUNFORD, 1999). Uma via alternativa e altamente
importante pela qual as heme peroxidases de mamiferos (MHPS) passam, dependendo da
disponibilidade do substrato, é o ciclo de halogenacdo (FURTMULLER et al., 2006). Na
presenca de H,O, e um haleto (especialmente iodeto), mieloperoxidase (MPQO) pode catalisar
uma reacdo de halogenacdo, que desempenha um papel importante na atividade anti-
bacteriana de leucdcitos (CLARK, 2000). Peroxidases animais sdo um grupo medicamente
importante de enzimas implicadas em diversas doencas, incluindo asma (SANZ et al., 1997),
mal de Alzheimer (AD) (REYNOLDS et al., 2000), e doenca vascular inflamatéria (LAU;
BALDUS, 2006). A partir de estudos bioquimicos, acredita-se que as heme peroxidases de
mamiferos surgiu na sequéncia de uma série de eventos de duplicacdo génica (SAKAMAKI
et al., 2000; SAKAMAKI; UEDA; NAGATA, 2002; FURTMULLER et al., 2006).
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MHPS foram classificadas em quatro familias principais com base em sua funcéo;
mieloperoxidase (MPO), peroxidase eosinofilica (EPO), lactoperoxidase (LPO) e peroxidase
(TPO). MPO, EPO e LPO tém papel nas respostas imunes inatas e antimicrobianas
(KLEBANOFF, 1970; 1999; WANG; SLUNGAARD, 2006), ao passo que, a TPO tem um
papel chave na biossintese do horménio da tirdide (RUF; CARAYON, 2006). Um estudo das
relaces estrutura-funcdo de heme peroxidases de humanos sugere que a evolucdo da TPO
sucedeu a das MPO, EPO e LPO, mas que essas familias compartilharam um ancestral
comum (SAKAMAKI et al., 2000; SAKAMAKI; UEDA; NAGATA, 2002; FURTMULLER
et al., 2006). MHPS estdo presentes em varios tecidos e, como tal, a sua funcdo de peroxidase
varia dependendo do tecido de expressdo. Ha semelhancas estruturais e funcionais entre esta
familia multigénica de enzimas especialmente com respeito aos seus dominios cataliticos, isso
reflete 0 seu parentesco evolutivo. Demonstrou-se que o0s residuos do sitio ativo sdo
conservados em todas as heme peroxidases (FURTMULLER et al., 2006; ZEDERBAUER et
al., 2007).

A sequéncia de aminoé&cidos predita referente a0 GB54139, super-expressa no cérebro
de rainhas em relagdo ao de operarias em L3 (Fold-change: 27,166), apresenta identidade com
a proteina Mur89F de A. mellifera. Essa proteina é ortologa a proteina de mesmo nome em D.
melanogaster.

Epitélios que estdo em contato com o ambiente externo muitas vezes produzem
estruturas moleculares especiais para a protecdo de superficie apical. Essas matrizes contém
conjuntos macromoleculares ricos em por¢oes hidrato de carbono que protegem o epitélio de
danos mecanicos, sdo barreiras contra microorganismos e moléculas tdxicas, e ajudam a
manter a superficie epitelial hidratada e lubrificada. Um grupo de macromoléculas grandes
glicosiladas, importante para a mucosa dos 6rgdos de mamiferos, é a familia das mucinas. As
mucinas sdo abundantes nos pulmdes e no trato digestivo de vertebrados, e fornecem
lubrificacdo da superficie luminal e protecdo do epitélio subjacente contra danos fisicos e
agentes patogénicos (HOLLINGSWORTH; SWANSON, 2004). As mucinas sdo secretadas
em forma de gel, ou ligadas & membrana por dominios transmembranares especiais clivaveis.
A principal caracteristica das proteinas de mucina sdo suas regides extensas de sequéncias
repetidas em tandem, que contém prolinas juntamente com serinas e/ ou treoninas, nas quais
as cadeias laterais grandes de acucar anexam (PEREZ-VILAR; HILL, 1999). Estas repeticOes
PTs (prolina, serina e treonina) geralmente ocupam entre 30 e 90% do comprimento da
proteina e sdo vislumbrado como uma espinha dorsal do polipeptideo estendida densamente
coberta com porgdes de carboidratos muito parecido com uma escova para limpeza de tubos.
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As restantes partes da proteina muitas vezes contem dominios de proteinas conservadas que
medeiam as interagBes proteina-proteina. Assim, as mucinas sdo capazes de formar redes
enormes, a qual glicosiladas repeticdes PTs conferem elevada capacidade de ligacdo a agua,
uma funcéo de barreira seletiva e a capacidade para reter os microrganismos.

Consistente com uma funcdo de protecdo as mucinas de superficies epiteliais de
orgédos em Drosophila, verificou-se que a maioria das mucinas identificados sdo expressas por
epitélios livres de cuticula de larvas. Em insetos, a PM que contém fibras de quitina e
proteinas glicosiladas protege o aparelho digestivo (LEHANE, 1997; SHI et al., 2004). Além
do trato digestivo, um segundo tecido de Drosophila com expressdo proeminente de mucina é
a glandula salivar (SYED et al., 2008).

Um achado interessante feito pelo grupo de Syed (2008) foi a expressdo abundante de
mucinas no embrido em desenvolvimento. Os seus padrdes de expressdo se correlacionam
com as matrizes apical e luminais podendo representar novos componentes de tais matrizes.
As Unicas matrizes apicais caracterizadas em embrides de Drosophila possuem quitina e
incluem uma matriz luminal temporéria que é necessaria para moldar os tubos traqueais
(TONNING et al., 2005). E uma possibilidade interessante que grandes proteinas glicosiladas,
como mucinas, contribuir de forma semelhante para a formacéo de 6rgdos ndo produtores de

quitina, proporcionando um andaime luminal durante o seu desenvolvimento.

Familia Osiris. Os genes correspondentes a GB50566, GB50560, GB50562,
GB50565, GB50577 encontram-se mais expresso no cérebro de rainhas em relacdo ao de
operarias em L3. Estes genes pertencem a familia de genes Osiris, respectivamente Osiris-8,
Osiris-24, Osiris-3, Osiris-7 e Osiris-17.

A familia de genes Osiris € uma grande familia conservada descrito pela primeira vez
em Drosophila melanogaster (DORER et al., 2003). Embora os genes ainda tenham funcéo
desconhecida , sabe-se que sdo a base molecular do locus Triplo letal em D. melanogaster,
descrito pela primeira vez em 1972 (LINDSLEY et al., 1972). Membros da familia de Osiris
sdo caracterizados por cinco caracteristicas: (1) uma regido hidrofébica no N-terminal que ¢
provavelmente um peptideo sinal de secrecdo, (2) uma regido two- Cis, (3) um dominio de
fungdo desconhecida, DUF1676 (familia Pfam: PF07898) (FINN et al 2010), (4) um dominio
hidrofobico transmembrana putativo, e (5) uma regido incluindo um motivo AQXLAY e
frequentemente residuos de tirosina adicionais nas proximidades (SHAH et al., 2012). Vinte e
trés genes Osiris foram originalmente encontrados no genoma de D. melanogaster, com 20

deles localizado no cromossomo 3R (83E), num conjunto dentro de uma regido de 168 kb, o
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que é tanto triplo-letal quanto haplo-letal. Mais um gene da familia foi encontrado, o Osiris
24, localizado entre Osiris-1 e -2 (SHAH et al., 2012). A familia de genes Osiris também foi
encontrada no mosquito Anopheles gambiae, mantendo a sintenia exceto por um rearranjo
cromossdmico que divide o cluster (DORER et al., 2003). O conjunto do genes Osiris € um
gene especifico de insetos, e uma familia de genes bem conservada, notavelmente sinténica
(SHAH et al., 2012). Claramente, a familia de genes Osiris estd em necessidade de mais

estudos para saber qual sua fungdo nas diversas espécies de insetos em que estdo presentes.

Genes ndo caracterizados. Algumas das proteinas codificadas pelos GEDs
encontrados ndo sdo ortdlogas a nenhuma proteina conhecida de D. melanogaster, e nédo
apresentam dominio conservado de acordo com a ferramenta Pfam (GB52105, GB46975,
GB50561, GB41493). Outras ndo tem dominio conservado e possuem a proteina de D.
melanogaster, porém estas ainda ndo foram estudadas (GB49795/ CG15239, GB50180/
CG8420). Dessa forma, estes genes ndo puderam ser estudados pelas abordagens usadas neste

projeto, deve-se utilizar outros métodos para caracteriza-las.

5.2 SOBRE OS GENES MAIS EXPRESSOS NO CEREBRO DE OPERARIAS L3

De acordo com as analises in silico, 18 dos 31 genes mais expressos no cérebro de
operarias em relacdo ao de rainhas em L3 apresentam proteina ja conhecida ou dominio

conservado.

Genes relacionados a atividade inibidora de serino protease: chymotrypsin inhibitor-
like e chymotrypsin inhibitor, GB51989. As sequéncias de aminoacidos preditas referente aos
GB50121 e GB501216, super-expressas no cérebro de operarias em relacdo ao de rainhas em
L3 (Fold-change: 26,525 e 6,922, respectivamente), apresenta identidade com as seguintes
proteinas chymotrypsin inhibitor-like e chymotrypsin inhibitor (Amci) de A. mellifera, que
possui 0 dominio conservado Trypsin Inhibitor cysteine rich domain. A proteina
correspondente ao GB51989 também mais expresso em cérebros de operarias (Fold-change:
9,747) possui 0 dominio conservado Pacifastin inhibitor (LCMII) que também é um inibidor

de serina protease.



71

Os trés genes supracitados tém funcdo relacionada a inibicdo de serino-proteases
(CIERPICKI; BANIA; OTLEWSKI, 2000; SIMONET; CLAEYS; VANDEN BROECK,
2002), proteinas que tiveram maior expressao nos cerebros de rainhas L3 em comparagcdo com
os de operarias na mesma fase. Como discutido anteriormente as serino-proteases teriam
papel no desenvolvimento do cérebro. Especificamente a inibicdo da tripsina, como
apresentado pelo dominio de GB50116, GB50121 poderia prejudicar o desenvolvimento
neuronal, plasticidade, neurodegeneracao e neurorregeneracdo do cérebro. Assim, estes genes
inibidores de serino-proteases mais expressos no cérebro de larvas L3 de operarias poderia
contribuir para um menor desenvolvimento do cérebro em operarias durante 0s primeiros
estagios de desenvolvimento.

Genes importantes para o desenvolvimento de caracteristicas desta casta: Hex 110,
70b e 70c, Cyp9ql, nesprin-1-like. As sequéncias de amino&cidos preditas referente aos
GB51697, GB51696 e GB44996, super-expressas no cérebro de operarias em relacdo ao de
rainhas em L3 (Fold-change: 41,532, 25,244 e 12,385, respectivamente), apresenta identidade
com as seguintes proteinas Hexamerin 70b precursor mRNA, Hexamerin 70c precursor e
Hexamerina 110 de A. mellifera, que possuem os dominios conservados Hemocyanin, all-
alpha domain, Hemocyanin copper containing domain e Hemocyanin, ig-like domain.

Proteinas de armazenamento representam uma reserva de aminoacido que, além de
outros compostos organicos, sdo essenciais para a construgdo e diferenciacdo de tecidos
adultos de insetos holometabolos durante metamorfose. A maioria das proteinas de
armazenamento pertence a classe de hexamerinas, que sdo sintetizadas em grandes
quantidades pelas células do corpo gorduroso durante a fase de crescimento das larvas, e sdo
secretadas para a hemolinfa onde se acumulam (TELFER; KUNKEL, 1991). Elas sdo
coletadas de volta no corpo gorduroso, pouco antes de metamorfose, sob a regulacdo de
ecdisteroides, e utilizadas como fonte de aminoacidos durante a metamorfose (TELFER;
KUNKEL 1991; BURMESTER; SCHELLER, 1995). Além disso, hexamerinas parecem
desempenhar um papel importante na diferenciacdo de castas em insetos sociais, como as
vespas Polistes (HUNT et al., 2007) e os cupins Reticulitermes flavipes em que a supressdo
simulténea de hexamerinas 1 e 2 promove a diferenciacdo para a casta de operarias guardas
(ZHOU; Ol; SCHAREF, 2006).

A. mellifera possui quatro hexamerinas: hexamerinas 70a, 70b, 70c, e 110, das quais
Hex 70a é expressa tanto em larvas e adultos, as outras trés sdo expressas em altos niveis na
fase larval e diminuem drasticamente depois (CUNHA et al., de 2005;. BITONDI et al.,
2006).
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A regulacdo da transcricdo e pds-transcri¢cdo da producdo de hexamerina por HJ foi
estudada em diferentes espécies de insetos. Em alguns experimentos, HJ exdgeno nao
produziu quaisquer efeitos notaveis (KUMARAN et al., 1987). No entanto, existem varios
casos em que foi demonstrado que a biossintese de hexamerina é regulada por HJ. Em geral,
demonstrou-se que o hormonio reprime a biossintese desta classe de proteinas (MEMMEL et
al., 1994; JAMROZ et al., 1996; HWANG et al., 2001). A evidéncia a partir de experiéncias
com manipulacdo hormonal (as quais foram realizadas principalmente em espécies de
lepidopteros e dipteros) indica que a expressdo de hexamerina € também regulada por
ecdisterdides nos niveis de transcricdo e biossintese (KUMARAN et al., 1987; MEMMEL et
al., 1994).

Um trabalho realizado por Martins e colaboradores (2010) mostrou que 0s quatro
genes hexamerina foram altamente transcritos no corpo gorduroso larval de operérias, rainhas
e zang0es, e sdo, provavelmente, envolvidos na sintese de hexamerina para armazenamento
de aminoéacidos para apoiar metamorfose e desenvolvimento para a fase adulta. No entanto,
esses genes foram diferencialmente co-expresso nos morfotipos de abelhas. A diferenga mais
evidente ocorreu durante a fase de alimentacao do 5° instar larval (L5F), onde observou-se um
maior nivel de hex 110, 70a e 70b em operéarias e zangfes do que em rainhas. Esta é uma
descoberta muito interessante se contrastado com a casta e titulo de HJ sexo-especificos nesta
fase, que é maior em rainhas do que em operérias e zangdes (REMBOLD, 1987;
RACHINSKY et al., 1990). Sabe-se que HJ desempenha um papel central na diferenciacdo
fenotipica de castas em A. mellifera: um alto titulo induz o desenvolvimento de uma rainha e
um titulo baixo especifica o fendtipo de operaria (WIRTZ; BEETSMA, 1972; REMBOLD;
CZOPPELT; RAO, 1974) relagdo inversa entre os niveis de transcri¢cdes de hex e titulos de HJ
sugere que, como foi proposto para os cupins Reticulitermis flavipes (ZHOU; Ol; SCHARF,
2006; ZHOU et al., 2006; ZHOU; TARVER; SCHARF, 2007; SCHARF et al., 2007), as
hexamerinas podem funcionar como proteinas que se ligam ao HJ. Pode supor que se o titulo
de HJ ultrapassou a capacidade de ligacdo de hexamerinas, iria interagir com receptores alvo
e, portanto, fazer com que a larva fémea bipotente desenvolva-se como rainha. Se ndo, a larva
se desenvolve como operaéria.

Como citado acima hexamerinas parecem guiar as larvas fémeas de A. mellifera para o
desenvolvimento de operarias. Hex 110, 70b e 70c foram mais expressos em cérebros de
larvas de operarias L3 em comparagdo com amostras de cérebros de rainhas na mesma fase, o
que pode ja demonstrar a importancia desses genes no desenvolvimento de caracteres

especificos de operérias.
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A sequéncia de aminoacidos predita referente aos GB43713, super-expressa no
cerebro de operérias em relacdo ao de rainhas em L3 (Fold-change: 16,490), apresenta
identidade com a proteina Cyp9ql de A. mellifera. A proteina Cyp9f2-PA ¢ sua ortologa em
D. melanogaster. Possui o dominio conservado Cytochrome P450.

As atividades multifuncionais de monooxgenases do citocromo P450 contribuem para
0 metabolismo de toxinas naturais e sintéticas na maioria dos organismos aerébios
(GUENGERICH, 2005; GILLAM; HUNTER, 2007; SCHULER, 2011). Desintoxicacao
mediada por P450 € central para a tolerancia e resisténcia desenvolvida a pesticidas em
muitos insetos-praga (FEYEREISEN, 2005; LI; SCHULER; BERENBAUM, 2007),
incluindo a tolerancia a inseticidas piretréides em abelhas (GILBERT; WILKINSON, 1975;
PILLING et al., 1995; JOHNSON et al., 2006). Dos 46 genes P450 encontrados no genoma
de abelha, 28, pertencem ao cla CYP3, uma grande linhagem de P450 incluindo muitos CYP6
e familiares CYP9 que sdo conhecidos por mediar funcBes detoxificante em outros insetos
(FEYEREISEN, 2005). A expansdo unica de genes na subfamilia CYP6AS (em relacdo a
outros genomas himendpteros) sugere que estas proteinas desempenham um papel na
desintoxicacdo de xenobioticos presentes na dieta distintiva da abelha melifera.

Um estudo realizado por Mao, Schuler e Berenbaum (2011) mostrou que 0os membros
da subfamilia CYP9Q sdo responsaveis pelo metabolismo de tau-fluvalinato. Além disso, a
capacidade desses P450 para metabolizar coumafos em experiéncias in vitro, juntamente com
os modelos moleculares que demonstram que ambos 0s acaricidas cabem na regido catalitica
(ainda que em diferentes locais), fornece evidéncia em apoio de inibicdo competitiva, como o
mecanismo subjacente de sinergismo entre estes dois compostos (JOHNSON; POLLOCK;
BERENBAUM, 2009). A inibicdo competitiva da CYP9 P450 pode ser responsavel por
outras interacdes sinérgicas entre os pesticidas em abelhas meliferas.

Outro trabalho realizado por Cornman, Lopez e Evans (2013) analisou a resposta de
genes a infeccdo por Paenibacillus larvae e dentre eles estava o gene cyp9ql, mostrando que
este gene parece participar da desintoxicacdo de compostos estranhos em A. mellifera. A
expressdo de proteinas da familia P450 em larvas de operarias também ja havia sido descrita
por Evans e Wheeler (2001).

A maior expressdo do gene cyp9ql em operarias ocorreu na fase L3, onde as larvas de
operéaria sofrem uma mudanca na dieta que resulta na introducéo de grdos de pdlen, enquanto
que a geléia real contém apenas vestigios de pélen (HAYDAK, 1970). A introducdo de polen
exp0e larvas de operaria a uma série de compostos estranhos. Um exemplo disto é a adi¢ao de
quercetina, um composto flavinoide encontrado em mel e polen (MAO et al., 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Evans%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11178278
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wheeler%20DE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11178278
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A sequéncia de aminoacidos predita referente aos GB40007, super-expressa no
cerebro de operérias em relacdo ao de rainhas em L3 (Fold-change: 54,706), apresenta
identidade com a proteina nesprin-1-like de A. mellifera. Essa proteina é ortdloga da Msp-
300-PD de D. melanogaster.

O posicionamento adequado de nucleos em células € crucial para muitos processos
bioldgicos, incluindo a fertilizacdo, a divisdo celular, a migracao de células e outras funcgdes
celulares. Migracdo nuclear e fixacdo tém sido extensivamente estudadas, e tanto os
microtlbulos e os sistemas do citoesqueleto de actina mostraram desempenhar um papel
importante nestes processos (MORRIS, 2003; STARR; HAN, 2003). Nos ultimos anos, as
analises genéticas em diversos modelos de organismos demonstraram que Klarsicht/ANC-
1/Syne, homdlogos a proteinas com o dominio KASH que estdo associadas com o envelope
nuclear, desempenham papéis importantes no posicionamento nuclear durante Varios
processos celulares e desenvolvimento (MOSLEY-BISHOP et al., 1999; STARR et al., 2001;
STARR; HAN, 2002; MALONE et al., 2003; GRADY et al., 2005; YU et al., 2006).

O dominio KASH é um motivo conservado de proteina de aproximadamente 60
aminoacidos que estd localizado na regido C- terminal de proteinas da familia KASH
(STARR; FISCHER, 2005). Dominios KASH mostraram ligar-se a membrana nuclear e
provavelmente sdo responsaveis pela associacdo do envelope nuclear com proteinas KASH
(ZHANG et al., 2001; ZHEN et al., 2002; STARR; HAN, 2002; MALONE et al., 2003;
FISCHER et al., 2004; GRADY et al., 2005; WILHELMSEN et al., 2005; YU et al., 2006).
Em C. elegans, as proteinas de dominio KASH UNC - 83, ANC- 1 e ZYG - 12 tém sido
associadas com o envelope nuclear e desempenham papéis na migracdo nuclear, ancoragem
nuclear de celulas sinciciais e associagdo de centrossomos com o envelope nuclear durante a
divisdo celular, respectivamente (STARR et al., 2001; HAN, 2002; MALONE et al., 2003;
STARR). Em Drosophila, a proteina Klarsicht de dominio KASH mostrou ser importante
para a migracao nuclear durante o desenvolvimento do olho e para o movimento de goticulas
lipidicas (MOSLEY-BISHOP et al., 1999). A proteina MSP-300 de Drosophila, um
homologo de ANC- 1 na estrutura geral (STARR; HAN, 2002; ZHANG et al., 2002), também
foi mostrado estar associada com o envelope nuclear e possuir um papel crucial na ancoragem
de nucleos de células nutrizes durante a ovogénese (YU et al., 2006).

Trés proteinas contendo dominio KASH foram descobertas em mamiferos,
nomeadamente Nesprin-1 (também conhecida como Syne-1), Nesprin-2 (também conhecida
como Syne-2) e Nesprin - 3 (ZHANG et al., 2001; ZHEN et al., 2002; WILHELMSEN et al.,
2005). Syne-1 e Syne-2 sdo ortdlogos de ANC-1 e MSP-300: todas as quatro proteinas séo
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muito grandes (> 6000 amino&cidos) e contém os dominios de ligacdo a actina na regido N-
terminal, uma grande parte no meio e um dominio KASH na regido C-terminal (STARR,;
FISCHER, 2005). As semelhangas estruturais de proteinas Syne e ANC-1 e MSP-300
sugerem que também podem estar envolvidas na ancoragem nuclear durante importantes
processos celulares e de desenvolvimento.

Proteinas Syne tém sido implicadas em papéis importantes no posicionamento nuclear
em células do musculo esquelético multinucleadas. Durante o desenvolvimento precoce do
musculo esquelético, centenas de mioblastos se fundem para formar miotubos multinucleados,
e submeter-se a migracdo de ndcleos (ENGLANDER; RUBIN, 1987). Posteriormente, cada
miotubo amadurece numa grande fibra muscular sincicial e os nucleos sdo estavelmente
ancorados na periferia de cada célula individual (BRUUSGAARD et al., 2003). Visivelmente,
com excecdo de um grupo de 3-8 nucleos (nudcleos sinapticos), sob a jun¢do neuromuscular
(JNM), os miondcleos se distribuem uniformemente nas fibras musculares (SANES;
LICHTMAN, 1999). O padrdo de localizacdo uniformemente espacados de nucleos nao-
sindpticos parece resultar de repulsdo entre os nucleos para minimizar a distancia de
transporte (BRUUSGAARD et al., 2003). Um envolvimento direto de proteinas Syne no
posicionamento nuclear foi indicado no estudo de camundongos transgénicos expressando
uma forma negativa dominante de Syne -1 (GRADY et al., 2005). Este estudo mostrou que a
expressdo ectopica da forma dominante negativa de Syne - 1 interrompeu 0 posicionamento
dos nucleos sinépticos, mas ndo teve nenhum efeito sobre 0 mesmo espacamento dos nucleos
ndo-sinapticos. Outro estudo realizado por Zhang et al. (2007) mostrou que Syne-1 é essencial
para 0 posicionamento ndo apenas dos nucleos sinapticos, mas também dos ndcleos nao-
sinapticos. Os nucleos sinapticos podem desempenhar papéis importantes na selecdo ou
manutencdo dos locais de inervacdo através do reforco da comunicacdo entre nervos e
musculos e nos contatos recém-formados de masculo e nervo. Além disso, cerca de 2% das
células musculares de camundongos deficientes para Syne-1 exibiram nucleos centralizados,
em comparacdo com menos de 0,5% no grupo controle. A organizacao fortemente perturbada
dos nudcleos ndo-sindpticos pode prejudicar o transporte normal do ndcleo para o citoplasma,
bem como de outras interacOes, nas grandes células musculares sinciciais. Isto poderia causar
enfraquecimento nas fung¢bes normais do musculo esquelético. Um estudo realizado com
larvas de Drosophila (VOLK, 2013) mostrou que MSP-300 € uma proteina chave na
promocao do posicionamento de todas as organelas musculares.

Posicionamento nuclear € um processo dindmico, que estd intimamente ligado a um

determinado tipo de célula, o seu estado de diferenciacdo, morfologia e tamanho global. O
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produto de nesprin-1 mais expresso em cerebros de larvas de operarias L3 parece estar
envolvido no processo de posicionamento nuclear de células musculares e na sua inervagéo, o
que ja poderia refletir uma maior necessidade de musculos em operarias adultas do que nas

rainhas.

Outros genes. Alguns produtos dos genes mais expressos em cérebros de larvas de
operarias L3 apresentam algumas informacgdes conhecidas, porém ndo apresentam funcéo
clara no desenvolvimento do cérebro. Estas proteinas estdo citadas e discutidas abaixo.

A sequéncia de aminoacidos predita referente aos GB52466, super-expressa no
cérebro de operarias em relacdo ao de rainhas em L3 (Fold-change: 7,445), apresenta o
dominio conservado Vitellogenin_N.

A proteina codificada por este gene possui caracteristicas estruturais, usualmente
associadas a funcdes de estocagem (BERG et al., 2002.). De maneira semelhante ao que
acontece com outras proteinas inicialmente definidas como estruturais que posteriormente se
mostraram relacionadas a fung¢des mais sutis, como em células germinativas (hexamerinas;
MARTINS et al., 2010) e cérebro (major royal jelly proteins; KUCHARSKI et al., 1998;
PEIXOTO et al., 2009; BUTTSTEDT; MORITZ; ERLER, 2013), esta proteina (codificada
pelo GB52466) de tipo vitelogénico (vitellogenin-like) pode desempenhar papeis no
desenvolvimento cerebral diferencial em abelhas.

As sequéncias de aminoacidos preditas referente aos GB48823 e GB46311, super-
expressas no cérebro de operarias em relacdo ao de rainhas em L3 (Fold-change: 7,788 e
25,701, respectivamente), apresenta identidade com as seguintes proteinas CPR2 e CPR21de
A. mellifera, que possui o dominio conservado Chitin bind 4.

A cuticula de artrépodes € um composto de quitina e proteinas cuticulares. Enquanto
quitina € um polimero uniforme de N- acetilglucosamina, 0 componente proteico é formado
por uma multiplicidade de proteinas da cuticula (CP). A descoberta da divisdo foi feita
quando Rebers e Riddiford (1988) reconhecerem um motivo comum em algumas das poucas
sequéncias proteicas cuticulares entdo disponiveis. O que é notavel é que apenas seis
sequéncias, das quais apenas cinco estavam completas, formaram a base do que é conhecido
como o Rebers e Riddiford Consenso (R & R Consensus), também conhecido como Chitin
bind 4, que esta presente em 72% das 519 seqliéncias de proteinas cuticulares disponiveis em
dezembro de 2006 em cuticleDB (MAGKRIOTI et al., 2004)
http://bioinformatics2.biol.uoa.gr/cuticleDB/index.jspS. O consenso foi encontrado em
proteinas da cuticula de 24 espécies de insetos a partir de sete ordens e também a partir de



77

quatro crustaceos e dois Chelicerata. A familia CPR, em homenagem a presenca do Consenso
de R & R, é de longe a maior familia CP em todas as espécies de artrépodes examinadas e
teve 0 maior nimero de representantes na era pré-genémica.

Em 1988 Rebers e Riddiford vislumbraram que o Consenso deve servir de alguma
funcéo fundamental. A sugestdo de que o Consenso pode conferir propriedades de ligacéo de
quitina a uma proteina foi mencionado pela primeira vez por Bouhin et al. (1992) e Charles et
al. (1992), e foi repetida frequentemente. Entdo Rebers e Willis (2001) publicaram um artigo
que estabelecia que uma proteina de An. gambiae, Agcp2b (agora conhecido como
AgamCPR97) ligaria a beads de quitina. Mais importante ainda, 65 aminoacidos
correspondentes a versdo estendida do seu consenso era suficiente para converter a glutationa
-S- transferase em uma proteina de ligacdo a quitina. Est& se tornando comum o uso do termo
R & R Consenso para esta versao expandida e que a pratica é incentivada. Provocativamente,
Togawa; Nakato; Izumi (2004), também obtiveram a atividade de ligacdo a quitina a partir de
regibes mais curtas do Consenso extendido e outras regides da proteina, mas usaram uma
baixa concentracdo de sal no tampdo de ligacdo e a sua ligacdo teve de glutationa- S-
transferase sozinha.

Sabe-se que o consenso R & R das CPRs estdo relacionadas a ligacdo de quitina. Em
cérebros de larvas de rainhas L3 identificaram-se genes relacionados a degradacdo de quitina,
as quitinases. Dessa forma, os genes encontrados em cérebros de operarias L3 poderiam atuar
de forma contraria aos encontrados em rainhas.

A sequéncia de aminoacidos preditas referente aos GB54549, super-expressa no
cérebro de operarias em relacdo ao de rainhas em L3 (Fold-change: 9,591) apresenta
identidade com a proteina HBG - Il de A. mellifera, que possui o dominio conservado Alpha
amylase catalytic domain family.

Alfa-glucosidases pertencem a familia hidrolase glicosyl (CE 3.2.1.20, HBGase) e
catalisam a hidrolise de terminais ndo redutores de substratos, tais como aglcares como a
sacarose ¢ maltose e outros glicosideos incluindo fenil a-glicosideo, para libertar a-glicose
(TAKEWAKI et al., 1980). Para além de catalisar a clivagem de substratos de residuos a-
glucosil, HBGase pode também catalisar reagdes de transglicosilagdo para sintetizar varios
compostos a-glicosilados (PERUGINO et al., 2004). E ubiqua, e encontra-se em uma grande
variedade de organismos, desde micro-organismos a mamiferos superiores. As propriedades
enzimaticas de alfa-glicosidades séo diferentes, particularmente na especificidade do substrato
(CHIBA, 1998).
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Com base na sua estrutura primaria (sequéncia de aminoacidos), os membros da
familia 13 (GH13) tém quatro regifes que sdo importantes na sua acdo catalitica
(SVENSSON, 1994; CHIBA, 1997). Em contraste, as enzimas HBGase Il ndo possuem estas
quatro regides e pertencem aos membros da familia 31 (GH31) (HENRISSAT, 1991). De
acordo com analises cristalografica de raios-X, as estruturas terciarias de ambas as enzimas
HBGase | e 1l das bactérias Bacillus cereus e Sulfolobus sulphataricus, respectivamente, tém
um (B / a) 8 estrutura de barril como o dominio catalitico mas diferem nas caracteristicas dos
locais ativos envolvidos nas reacdes cataliticas (WATANABE et al., 1997; ERNST et al.,
2006).

Trés isoformas de HBGase tém sido relatados em A. mellifera (AmHBGase I, 11 e I11),
que diferem na sua especificidade para o substrato, em massa, nucleétidos e sequéncias de
aminoacidos predita e de padrdes de expressao em diferentes tecidos e estadios de
desenvolvimento do inseto (KUBOTA et al., 2004). Além disso, estes trés enzimas mostraram
diferentes pHs e temperaturas Otimas para a atividade da enzima, bem como o pH e as
estabilidades térmicas, e os substratos preferenciais de acucar (KIMURA et al., 1990;
TAKEWAKI et al., 1993; NISHIMOTO et al., 2001).

HBG - | esta localizada no ventriculo. HBG - Il esta presente no ventriculo e na
hemolinfa. HBG - Il é secretada a partir da glandula hipofaringea no néctar e esta envolvida
na formacdo do mel (KUBOTA et al., 2004). Apesar das diferencas nas propriedades
enzimaticas, as HBGases das abelhas e apresentam consideravel similaridade de sequéncia
umas com as outras, HBG-III partilha 57% e 64% de aminoacidos idénticos com HBG-I e-II,
respectivamente (OHASHI et al., 1996; NISHIMOTO et al., 2007).

Em um estudo realizado por Kaewmuangmoon et al. (2013) com abelhas Apis cerana
indica encontrou que a HBG — Il desta espécie € muito similar a de A. mellifera, sendo o
comprimento total do gene AciHBGase Il de 1740 pb, enquanto o ORF deste gene homologo
em A. mellifera de 1743 pb (NISHIMOTO et al.,, 2007). Este trabalho mostrou que a
expressdo de AciHBGase 1l foi observada em ovos e um nivel de expressdo mais elevado foi
encontrado em larvas e pupas, mas ndo nas operarias forrageiras, entdo AciHBGase Il ndo é
susceptivel de desempenhar um papel na sintese de mel, por meio da hidrélise de sacarose do
néctar (KUBOTA et al., 2004). E mais provéavel que AciHBGase Il esteja envolvida em
outras funcbes e , possivelmente, com o desenvolvimento desta abelha. Hercovics (1999)
relataram que HBGase -1 e —II residentes do reticulo endoplasmatico ( ER ) tiveram uma acéo
sobre a remocdo sequencial do ligagdo terminal o - (1, 2) e duas ligagdes mais internas o - (1,

3) de residuos de glicose de glicoproteinas pds- modificadas no ER.
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Com base nos achados cientificos supracitados HBG — Il atuaria na catalisacdo da
conversdo de substratos de agucares, que € um alimento bastante consumido pelas larvas de
abelhas.

A sequéncia de aminoacidos predita referente aos GB50363, super-expressa no
cérebro de operarias em relacdo ao de rainhas em L3 (Fold-change: 15,063), apresenta
identidade com a proteina que possui 0 dominio conservado Topoisomerase ll-associated
protein PAT1.

A topoisomerase Il (top2) € um componente importante do arsenal celular que
neutraliza ameacas a integridade estrutural dos cromossomos. Mutantes condicionais de
levedura perdem a atividade da topoisomerase 1l em temperatura restritiva morrendo no curso
de uma mitose abortiva em que os resultados de quebra cromossémica numa tentativa de
segregar cromatides-irmds que ndo foram desembaracadas apds a replicacio do DNA
(UEMURA et al., 1987; HOLM; STEARNS; BOTSTEIN, 1989) Mutantes sem um gene
funcional top2 também ndo conseguem prosseguir pela meiose, apesar de neste caso as
células pararem na fase paquiteno da meiose I, sem perda de viabilidade (ROSE; HOLM,
1993). Além desta funcdo essencial na divisdo celular, a topoisomerase Il € necesséria tanto
para a reducdo do esforco de torcdo que podem acumular-se durante a transcricdo do DNA e a
replicacdo, e para a manutencdo da estrutura de loci cromossémicos compreendendo
elementos de DNA repetitivos (WATT; HICKSON, 1994). Este ultimo papel ¢é
particularmente realgcado no caso do tandem repetido no locus do rDNA, que € altamente
instavel em mutantes top2 (CHRISTMAN; DIETRICH; FINK, 1988). Esta "supressdo"” da
repeticdo de DNA por instabilidade da topoisomerase Il é, aparentemente, uma funcao
partilhada com a topoisomerase I, uma vez que a diminuic¢do da funcdo de ambas as classes de
topoisomerases provoca um efeito sinérgico na recombinacdo no locus de rDNA, e leva a
excisdo de elementos de rDNA em a forma de anéis de DNA extracromossémicos (KIM;
WANG, 1989).

Um estudo realizado por (WANG et al., 1996) encontrou a proteina Patl como um
parceiro celular para a topoisomerase Il, devido a sua capacidade de interagir com uma regiao
rica em leucina da topoisomerase Il. O grupo mostrou que as cepas que ndo possuem Patl
funcional exibem fenotipo semelhante ao de mutantes de topoisomerase Il condicional,
sobretudo uma reducéo da viabilidade celular e uma diminuicéo na fidelidade de segregacéo

dos cromossomos durante a mitose e meiose.
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As sequéncias de aminoacidos preditas referente aos GB43689 e GB43690, super-
expressas no cérebro de operarias em relacdo ao de rainhas em L3 (Fold-change: 121,228 e
22,233, respectivamente), apresentam o dominio conservado Insect allergen related repeat.

A familia Insect allergen related repeat exemplifica um caso de evolucdo de gene. O
caso em questdo € o da corrida entre as plantas e os insetos herbivoros infecciosos na area do
sistema de glucosinolatos-myrosinase. Brassicas desenvolveram o sistema de glucosinolatos-
myrosinase como mecanismo de defesa quimica contra os insetos e, conseqiientemente, 0s
insetos se adaptaram para produzir uma molécula, a proteina nitrilica especificador
desintoxicante (NSP). NSP esta presente na pequena borboleta branca Pieris rapae. NSP é
estruturalmente diferente e ndo tem nenhuma homologia de aminoacidos de quaisquer
enzimas desintoxicantes conhecidos. NSP desarma o sistema de defesa glucosinolatos -
myrosinase ativado do Brassicales deslocando a hidrdlise de glucosinolatos a nitrilas em vez
dos isotiocianatos mais toxicos (WITTSTOCK et al., 2004).

NSP parece ter surgido por um processo de duplicacdo de dominio e genes a partir de
uma sequiéncia de funcdo desconhecida que € comum em espécies de insetos. A origem da
diversidade genética é conduzida principalmente por duplicacdo de genes, seja em conjunto
ou através de grandes duplicacbes cromossémicas (FORCE; LYNCH; POSTLETHWAIT,
1999; LYNCH; CONERY, 2000). Embora haja uma elevada taxa de mortalidade de tais
duplicatas, genes duplicados também podem sofrer subfuncionalizacdo (especializacdo de
funcbes existentes) e/ou neofuncionalizagdo (dando origem a novas funcbes) (SPAETHE;
BRISCOE, 2004; HE; ZHANG, 2005; BENDEROTH et al., 2006). Duplicacbes em tandem
interna de exons ou dominios especificos estruturais também podem ocorrer (BJORKLUND;
EKMAN; ELOFSSON, 2006). Duplicacdo de dominio e reorganizacdo pode melhorar as
funcbes existentes, promover a estabilidade da proteina, ou modificar as fungdes, por
exemplo, alterando a especificidade do substrato (PONTING et al., 2001; PEARSON et al.,
2004). Assim, esta familia € encontrada como um unico dominio ou como uma repeti¢do do
dominio maltiplo.

A sequéncia de aminoacidos predita referente aos GB454419, super-expressa no
cerebro de operérias em relacdo ao de rainhas em L3 (Fold-change: 38,867), apresenta
identidade com a proteina short-chain dehydrogenase/reductase de A. mellifera. Esta proteina
possui 0 dominio conservado short chain dehydrogenase. As sequéncias de aminoacidos
preditas referente aos GB46367 e GB46366, super-expressas no cérebro de operarias em
relacdo ao de rainhas em L3 (Fold-change: 25,178 e 76,270, respectivamente), apresenta
identidade com a seguinte proteina 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase [NAD+]-like de
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A. mellifera. Esta proteina pertence a familia desidrogenases/ redutases de cadeia curta e é
uma enzima chave responsavel pela inativacdo bioldgica de prostaglandinas, bem como os
eicosanoides relacionados (KAVANAGH et al., 2008).

Desidrogenases/redutases sdo enzimas encontradas através de uma vasta gama de
organismos, onde eles executam um largo espectro de funcGes metabdlicas. A classificacdo de
curto (SDR), meédio (MDR) e desidrogenase de cadeia longa / redutases (LDR) tem sido
descrito com base no tamanho molecular, motivos de seqiiéncia, as caracteristicas mecanicas
e andlise estrutural (KAVANAGH et al., 2008; PERSSON et al., 2009). Comum a todos 0s
trés tipos de oxidorredutases é a ocorréncia de um motivo cofactor dinucle6tido Rossmann
vezes composta por uma, torcido B folhas paralelas centrais que consiste em 6-7 B-fios, 0s
quais sdo flanqueados por 3-4 a-hélices de cada lado (KAVANAGH et al., 2008). As trés
familias oxirredutases compartilham a capacidade de interconverter substratos contendo
grupos hidroxilo / cetona, mas mostram mecanismos quimicos distintos com base em motivos
de sequéncias distintas e bem definidas organizacdes de dominios.

A SDR constitui uma das familias mais antigas e maiores de enzimas, com mais de
46.000 membros em bancos de dados de sequéncia. Cerca de 25% de todas as desidrogenases
conhecidos pertencem a familia SDR. Esta familia estd presente em archaea, bactérias e
Eucariotos, ressaltando sua versatilidade e importancia fundamental para os processos
metabolicos (KALLBERG; PERSSON, 2006; PERSSON et al., 2009). Enzimas SDRs
possuem funcdes essenciais em lipidios, aminoacidos, carboidratos, hormoénios e metabolismo
de xenobidticos, bem como nos mecanismos de sensores redox (KAVANAGH et al., 2008).
A arquitetura tipica SDR apresenta arquitetura de um dominio com 250 aminoéacidos e
comprimento e sitio de ligacdo a substrato localizado em uma regido carboxi-terminal
altamente variavel (KAVANAGH et al., 2008) vinculativo.

As SDRs de insetos melhor caracterizadas sdo as alcool desidrogenases de Drosophila
(ASHBURNER, 1998; BENACH; ATRIAN; GONZALEZ-DUARTE, 1999). Dois grupos
adicionais foram descritos: 1) um conjunto de seis SDRs de Drosophila envolvidas no
metabolismo do acido retindico (BELYAEVA et al.,, 2009), e 2) Jingwei, um gene
recentemente evoluido de uma SDR presente apenas em Drosophila teissieri e Drosophila
Yakuba, que é capaz de oxidar etanol e alcoois de cadeia longa, bem como o farnesol e
geraniol (ZHANG et al., 2004). Recentemente, Mayoral et al. (2009) descreveram uma SDR
dependente de NADP+- (AaSDR1) que oxida de forma eficiente farnesol em farnesal em
corpora allatas do mosquito Aedes aegypti. Este achado é interessante ja que, fazendo isso,

esta enzima, que esta envolvida na via de sintese do HJ, pode regular o desenvolvimento pos-
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embrionario de abelhas. Mais ainda, variaces nos niveis de HJ disponivel no cérebro podem

participar da regulacdo do desenvolvimento diferencial deste 6rgédo entre castas.

Genes ndo caracterizados. Algumas das proteinas codificadas pelos GEDs
encontrados ndo sdo ortdlogas a nenhuma proteina conhecida de D. melanogaster, e nédo
apresentam dominio conservado de acordo com a ferramenta Pfam (GB55030, GB42626,
GB53925, GB41706, GB42900, GB40009, GB41110, GB56000, GB48148, GB43330,
GB46366). Outras ndao tém dominio conservado e possuem a proteina de D. melanogaster,
porém estas ainda ndo foram estudadas (GB50009/ CG8369, GB46587/ CG33998). Dessa
forma, estes genes ndo puderam ser estudados pelas abordagens usadas neste projeto, deve-se

utilizar outros métodos para caracteriza-los.

5.3 REGULACAO DA EXPRESSAO DE GENES DIFERENCIALMENTE TRANSCRITOS
POR miRNAs DAS GELEIAS

A identificacdo de mMRNAs com sitios alvos para microRNAs é freqlientemente
associada com a supressao pos-transcricional destes genes alvo, porém, um crescente corpo de
evidéncias sugere que os microRNAs também pode induzir a regulacdo positiva de seus alvos
(revisada em VASUDEVAN, 2012). Assim, a experimentacdo direta é necessaria, ndo sé para
confirmar a capacidade de microRNAs para afetar genes alvos previstos, mas também para
verificar os efeitos em condigdes fisiologicamente relevantes. A previsao deste trabalho
identificou diversos MRNA-miRNA que podem participar na diferenciagdo no
desenvolvimento do cérebro entre larvas de rainha e operarias L3.

Os genes da familia Osiris ndo possuem funcdo conhecida ainda em insetos, mas
possivelmente sdo regulados pelos miRNAs presentes nas geléias uma vez que parecem ser
alvos de quase todos os miRNAs estudados. Ademais, estes genes estdo localizados em
regides bastante proximas no cromossomo 15, o qual sugere que tanto suas transcrigdes
quanto suas traducgdes podem ser reguladas por fatores muito relacionados.

Dois genes merecem destaque pelas suas funcdes contrarias: GB50648 (sp25) e
GB51989 (dominio conservado Pacifastin inhibitor). Como discutido anteriormente, as
serino-proteases, no caso sp25, teriam papel no desenvolvimento do cérebro de rainhas, pois
s80 mais expressos nesta casta. Ja os inibidores, neste caso GB51989, poderiam contribuir
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para um cerebro menor e menos desenvolvido nas operarias durante as fases iniciais de
desenvolvimento, uma vez que sdo mais expressos em individuos desta casta. Assim, além de
serem regulados a nivel transcricional, os genes diferencialmente transcritos em cérebros L3
poderiam ainda ser regulados pos-transcicionalmente e aumentar a diferenga de produtos em
ambas as castas levando ao desenvolvimento diferencial do cérebro entre elas.

Nos miRNAs das geléias real e de operaria sdo candidatos promissores para futuros
estudos, ja que teriam a capacidade de regular diretamente o desenvolvimento inicial do
cérebro entre as castas de A. mellifera, o ame-miR-210, o ame-miR-190 e 0 ame-miR-34, pelo
grande nimero de mRNA como possiveis alvos.

ame-miR-34. Um trabalho realizado por Liu et al. (2012) mostrou que 0 miR -34 é
altamente conservado entre as espécies animais. miR-34a de mamiferos é conhecido por inibir
a proliferacdo celular, induzir apoptose e aumentar a diferenciacdo celular (HERMEKING,
2010). A perda de expressdo de miR-34 leva a ocorréncia de uma variedade de tumores,
incluindo meduloblastoma, cancro do cdlon, carcinoma hepatocelular e cancro gastrico. No
rato, 0 miR-34a estd implicado na diferenciacdo de células estaminais neuronais, € a sua
expressao ectdpica promove a formacao de neurdnios pos-mitdticos (ARANHA et al., 2011).
No peixe-zebra, o padrdo espacial de miR-34 mostra sua expressdo localizada na parte
posterior do cérebro, ao passo que no cérebro de ratos em desenvolvimento e adulto sua
expressdo € elevada no cerebelo (KAPSIMALI et al., 2007; OLSEN et al., 2009). Assim,
especula-se que miR-34 pode influenciar a regulacdo da traducdo de genes durante a
neurogénese no embrido. Dessa forma, ame-miR-34, presente nas duas geléias, poderia atuar
na regulacao de genes relacionados a neurogénese entre as castas.

ame-miR-210. Um estudo realizado por Griin et al. (2005) mostrou que 0 miR-210 tem
como alvo varios genes ligados a oogénese de Drosofila, particularmente relacionados ao
desenvolvimento e padronizacdo do odcito e diferenciacdo das células do foliculo somético
que rodeiam a cdmara de ovo em desenvolvimento. No entanto, muitos destes alvos
potenciais ndo sdo restritos a oogénese, mas também funcionam em outros momentos e locais,
incluindo o olho, sistema nervoso, e epitélios (GRU et al., 2005). Assim, este miRNA pode
desempenhar papéis pleiotropicos em redes mais complexas de desenvolvimento como o
sistema nervoso.

ame-miR-190. Hung et al., (2014) mostraram que miR-190b tem como alvo direto a
regido 3° UTR da IGF-1 em humanos, resultando em problemas na via de sinalizacdo da
insulina e na gliconeogénese. Estes resultados sugerem um novo mecanismo para 0

desenvolvimento de resisténcia a insulina, em carcinoma hepatocelular, fornecendo a primeira
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evidéncia de que o miR-190b medeia a repressao da expressao de IGF-1. A via insulina/IGF
conecta o alimento recebido e a producdo de hormonios responsaveis pelo desenvolvimento
das abelhas. Uma regulagdo por miRNAs auxiliaria na producéo de titulos diferenciais entre
as castas que levaria ao desenvolvimento de caracteristicas especificas de cada casta, entre
estas o cérebro.

A composicdo de miRNAs das geléias é diferente uma da outra, havendo miRNAs em
comum, porém em quantidades diferentes. Sendo assim, a regulacdo por miRNAs nas duas
castas pode ocorrer de maneira diferente, havendo silenciamento de um determinado gene em
uma casta e ndo na outra. Esse fato gera diversas possibilidades na quantidade final de
produto de um determinado gene. Uma possibilidade é que apesar da expressao de um gene
ser diferente entre as castas, com a regulacdo pos-transcricional por miRNA a quantidade de
proteina traduzida pode se igualar e ndo causar efeitos diferentes entre as castas. Outra
possibilidade é que um gene que ja apresenta expressdo diferencial, com a regulacdo pds-
transcional essa diferenca aumenta e ha efeitos diferentes entre as castas, e chegue até ao
silenciamento de um gene em uma delas. Uma terceira possibilidade é que genes que
apresentam expressdo igual entre as castas, com a regulacdo pos-transcricional a quantidade
de produto final passa a ser diferencial entre as castas, e 0 gene apresente efeitos diferentes
entre as castas. Assim, nosso trabalho mostra que a regulacdo pds-transcricional mediante
microRNAs pode representar um fator determinante no processo de desenvolvimento
diferencial do cérebro entre castas, como demonstrado por Guo et al. (2013) para outras
caracteristicas fenotipicas.

Os seguintes passos irdo no caminho de validar GDEs e realizar estudos funcionais
que permitam determinar os alcances da participacdo dos poli-A+ e dos miRNAs na

morfogénese diferencial inicial do cérebro larval entre as castas de A. mellifera.
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6 CONCLUSAO

Os cérebros de rainhas e operéarias sdo morfoldgica e molecularmente diferentes em L4
(MODA et al., 2013). Considerando os resultados de sequenciamento de poli-A+, com 60
genes diferencialmente transcritos, pudemos mostrar que o difenismo cerebral entre castas em
A. mellifera j& existe em L3 (o qual é compativel com o sugerido por LEIMAR et al., 2012 e
os achados de CAMERON; DUNCAN; DEARDEN, 2013). Desses 60 GDEs, 12 estdo
concentrados numa regido do cromossomo 15, o qual sugere co-regulacdo. 21 dos 60 GDEs
possuem ortélogos em Drosophila, e os produtos de seis transcritos sobre-expressos em
rainhas estdo sabidamente associados com atividade neuronal: aromatic-L-amino-acid
decarboxylase-like (AADC, GB45938), Spatzle - 2 (Spz - 2, GB40604), serina protease 25
(SP25, GB50648), serina protease 33 (SP33, GB50650), serina protease homdlogo 41
(SPH41, GB49946), apolipoproteina D -like (APOD, GB50875). Entre os 60 DGEs, 31
foram encontrados sobre-expressos em cérebro de operarias L3, e sete deles estdo envolvidos
na inibicdo de proteinas que promovem desenvolvimento cerebral ou sdo importantes para o
desenvolvimento de caracteristicas importantes desta casta: chymotrypsin inhibitor-
like (GB50116), chymotrypsin inhibitor (Amci, GB50121), GB51989 (que possui dominio
conservado pacifastin), hexamerin 110 (hex-110, GB44996), hexamerin 70c precursor (hex-
70c, GB51696), hexamerin 70b precursor (70b, GB51697) e citocromo P450 9Q1 (Cyp9q1,
GB43713). Como os miRNAs presentes nas geléias real e de operaria possuem alvos nos
GDEs, o difenismo cerebral observado claramente a partir de L3 pode dever-se a um
complexo sistema de regulacdo que inclua transcricdo diferencial seguida de regulacédo
traducional por microRNAs.
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ANEXO A - Imagens dos dominios conservados dos genes mais expressos em cérebros de
rainhas L3
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Figura S1 - Organizacdo da proteina correspondente ao GB43173 mostrando o dominio conservado.

Fonte: Pfam.
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Figura S2 - Organizagdo da proteina correspondente ao GB50650 mostrando o dominio conservado.
Fonte: Pfam.
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Figura S5 - Organizacdo da proteina correspondente ao GB42549 mostrando o dominio conservado.
Fonte: Pfam.
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ANEXO B — Imagens dos dominios conservados dos genes mais expressos em cerebros de
operarias L3
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Figura S17 - Organizagdo da proteina correspondente ao GB54549 mostrando o dominio conservado.
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Figura S18 - Organizagdo das proteinas correspondente aos GB51697 mostrando o dominio conservado.
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Figura S19 - Organizagao das proteinas correspondente aos GB51696 mostrando o dominio conservado.
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Figura S20 - Organizagdo das proteinas correspondente aos GB44996 mostrando o dominio conservado.
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Figura S21 - Organizagdo da proteina correspondente ao GB50363 mostrando o dominio conservado.
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Figura S22 - Organizacdo da proteina correspondente ao GB43713 mostrando o dominio conservado.
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Figura S23 - Organizacdo da proteina correspondente ao GB48391 mostrando o dominio conservado.
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Figura S24 - Organizagdo da proteina correspondente ao GB43689 mostrando o dominio conservado.
Fonte: Pfam.
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Figura S25. Organizacéo da proteina correspondente a0 GB43690 mostrando o dominio conservado.
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Figura S26 - Organizagdo da proteina correspondente ao GB54419 mostrando o dominio conservado.
Fonte: Pfam.
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Figura S27 - Organizagdo da proteina correspondente ao GB46367 mostrando o dominio conservado.
Fonte: Pfam.
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ANEXO C - COMPARACAO DOS TRANSCRIPTOMAS DE CEREBROS DE LARVAS
L3 DE RAINHAS E OPERARIAS E DE EMBRIAO DIPLOIDE (72H)

Para caracterizar os genes envolvidos na morfogénese inicial do cérebro larval
tomamos o embrido como referéncia, e identificamos 0s genes que continuam a se expressar
em cada casta e, também, quais reduzem, cessam ou aumentam sua expressdo até pouco antes
do inicio da diferenciagdo morfoldgica do cérebro entre as castas (larvas L3; MODA et al.,
2013).

Para encontrar os GDEs entre cérebros de larvas L3 (rainha e operaria) e embrido
dipléide (72h), utilizamos as duas bibliotecas obtidas neste estudo e uma biblioteca de mMRNA
de embrifes obtida previamente por Flavia Freitas (aluna de Doutorado do Departamento de
Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo — Universidade de Sdo Paulo). As anélises
foram feitas da mesma forma da comparacéo entre os transcriptomas de cérebros de larvas L3
de rainhas e operarias.

Usando como critério estatistico p-value e g-value menores que 0,05 foi possivel
identificar 1.145 genes diferencialmente expressos entre cérebros de rainhas e operarias em 3°
estagio larval e embrido dipldide (72h). Destes, 893 foram mais expressos em larvas L3 e 252
em embrido (Figura S28). Dos 1.145 GDEs, 410 genes foram diferencialmente expressos
apenas entre larvas L3 de operérias e embrido; 169, entre larvas L3 de rainhas e embrido.
Houve 566 GDEs em comum entre as castas de L3 e embrido (Figura S29).

m Embrido

m Larvas

Figura S28 - Grafico representando a distribuicdo dos genes
diferencialmente expressos entre 0s cérebros
das larvas de A. mellifera de 3° estdgio e
embrido diploide (72h).

Fonte: Da autora.
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Figura S29- Gréafico representando a distribuicdo dos genes
diferencialmente expressos entre o0s cérebros das
larvas de A. mellifera de 3° estagio e embrido dipléide
(72h), mostrando a distribuicdo dos genes entre as
castas das larvas L3.

Fonte: Da autora.

Para explorar esta grande lista de GDEs utilizamos uma ferramenta de bioinformatica
(DAVID) que permite classificar esses genes segundo critérios do Gene Ontology (GO)
(ASHBURNER et al., 2000), o qual fornece um vocabulério de classificacdo baseado em
funcbes moleculares, processos biolégicos e componentes celulares. As analises do GO para
processos bioldgicos mostraram que os GDEs se enquadram em classificacGes bem diferentes
(Figura S30).

De maneira geral os produtos dos genes mais expressos em embrido foram
relacionados a metabolismo energético, desenvolvimento e regulacdo, e morfogénese,
sugerindo alta demanda de energia metabdlica durante a embriogénese e a diferenciacdo
celular. Enquanto os produtos dos genes mais expressos em larvas L3 foram relacionados a
citoesqueleto, biossintese, transporte de moléculas e metabolismo, sugerindo papéis na

garantia de crescimento rapido das larvas.
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Figura S30- Gréfico representando o numero de genes diferencialmente expressos entre embrido dipldide
(72h) e larvas L3 por processo biolégico.
Fonte: Da autora.



