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Resumo

O hormônio juvenil (HJ) e os ecdisteróides, especialmente 20-hidroxiecdisona (20E), 

controlam muitos aspectos no desenvolvimento de insetos. Em insetos eusociais, estes 

hormônios estão diretamente envolvidos na diferenciação de castas alternativas. O HJ, 

ademais, modula o desenvolvimento e a evolução do comportamento de operárias adultas em 

Apis mellifera. Nesse trabalho, clonamos e sequenciamos o cDNA que codifica para 

Ultraspiracle de Apis mellifera (AmUsp) e analisamos a resposta de usp a ambos hormônios 

morfogenéticos. Amusp parece ser um gene de cópia simples que produz dois transcritos (~4 

e 5kb) que são diferencialmente expressos no corpo do animal. AmUsp mostra maior 

similaridade respeito aos ortólogos de Locusta, Celuca e vertebrados do que aos do resto de 

insetos. Estas características e sua rápida resposta transcricional a HJ sugere que algumas 

funções do Usp de Apis mellifera podem depender de ligande. Por outro lado, usando RNAi 
testamos a resposta de vários genes à diminuição da expressão de usp durante o 

desenvolvimento pupal de operárias. Enquanto a expressão de vg não foi claramente alterada 

em pupas knock-down para usp (KDusp), os genes para a pro-fenoloxidase e para a esterase 

do HJ foram inibidos. De maneira interessante, a expressão de ftz-f1 (um receptor nuclear 

órfão) também foi diminuída em pupas KDusp, sugerindo a participação de Usp na regulação 

da expressão destes genes. Títulos baixos de HJ durante os últimos estágios do 

desenvolvimento larval foram sugeridos como os responsáveis por desencadear a morte 

celular programada em ovários de operárias, ao ponto tal que só uns poucos ovaríolos 

permanecem para formar parte do sistema reprodutivo destas fêmeas. Nós determinamos o 

perfil de expressão de usp nos ovários de rainhas e operárias durante os últimos estágios do 

desenvolvimento larval. Análises por RT-PCR semiquantitativa mostraram que o mRNA de usp 

segue de perto os títulos hemolinfáticos de HJ, e que os maiores níveis de expressão deste 

gene encontrados em L4 de rainhas se correspondem com títulos maiores deste hormônio. 

Porém, experimentos de imunofluorescência utilizando um anticorpo monoclonal contra Usp de 
Drosophila melanogaster, mostraram estruturas marcadas somente na região de formação de 

clasters nos ovaríolos de operárias se preparando para a metamorfose. Esta região 

corresponde ao centro de células germinativas onde ocorrem os mais evidentes eventos de 

morte celular. Este padrão de expressão de usp sugere sua participação nestes processos, 

sozinho, ou formando heterodimeros com outros fatores de transcrição. Estes dados e a 

resposta positiva de usp a altos títulos de HJ nos permitem começar a elaboração de um 

modelo conceituai da rede de expressão gênica promovida pelo HJ durante o desenvolvimento 

e diferenciação de castas de Apis mellifera.



Abstract

In addition to their general roles in insect development and reproduction, juvenile 

hormone (JH) and ecdysone (20E) coordinate specific processes in social insects. They are 

directly involved in the differentiation of the alternative caste phenotypes, and, particularly in the 

honey bee, Apis mellifera, they modulate behavioral development in adult workers. In the 

present study, we, we have cloned and sequenced a cDNA encoding Apis mellifera 

Ultraspiracle (AmUsp), and analyzed its responses to both morphogenetic hormones, JH and 

20E. Amt/sp seems to be a single copy gene that produces two transcripts (~4 and 5kb) that 

are differentially expressed in the different tissues and organs of a bee. In its amino acid 

sequence, AmUsp shows greater similarity to its orthologs from the vertebrate-crab-locust group 

than to the dipteran-lepidopteran group. These characteristics and its rapid up-regulation by JH 

suggest that some of the Apis mellifera Usp functions may depend on ligand binding. To 

investigate possible target genes regulated by AmUsp, we have used an iRNA technique to 

down-regulate usp expression during pupal development of Apis mellifera workers. This allowed 

us to test the response of ftz-f1, juvenile hormone esterase (jhe), pro-phenoloxidase (proPo) 

and vitellogenin (vg) genes to decreased leveis of usp expression. While vg expression leveis 

were not clearly altered in usp knock-down pupae (kd), the proPo and jhe genes were down 

regulated. Interestingly, ftz-f1 (an orphan nuclear receptor) also turned out to be down 

regulated in kd pupae, indicating Usp protein participation in controlling the expression of these 

genes. A low JH titer during the final stages of larval development has been shown to trigger 

programmed cell death in the ovaries of worker larvae to the point that only a few ovarioles 

remain to form the functional reproductive system of these females. Hence, we determined the 

AmUsp expression pattern in the ovaries of queen and worker honeybees during the late stages 

of larval development. RT-PCR analyses showed that usp expression closely follows the 

haemolymph JH titer, and that the higher leveis of usp expression in L4 queens reflect the 

higher titers of this hormone. Immunocytochemistry experiments with a mAb raised against a 
dipteran Usp protein revealed stained structures only in the region of cluster formation in 

ovarioles of worker larvae preparing for metamorphosis. This region corresponds to the germ 

cell center where processes of cell death and proliferation have been shown to occur. The 

pattern of usp expression suggests its participation in these processes, either alone or by 

heterodimerization with other transcription factors. These reports and the known positive 

response of usp to high leveis of JH allow us to start building a conceptual model for the gene 

expression network promoted by JH during honey bee development and caste differentiation.
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1.1.-Socialidade e castas em abelhas

O sucesso biológico da socialidade em insetos descansa fundamentalmente 

na existência de indivíduos diferenciados morfo-fisiologicamente entre os membros 

de uma mesma espécie, o qual, junto com a sobreposição de gerações, permite o 

surgimento de colônias organizadas com base na divisão de trabalho (Wilson, 

1971). Entre as fêmeas de abelhas, essas formas diferenciadas (castas) 

encontram-se representadas por rainhas (especializadas na reprodução) e 

operárias (especializadas nas tarefas próprias de uma colméia).

O grau de diferenciação de castas relaciona-se, em grande parte, ao nível de 

socialidade, i.e., em abelhas que apresentam organização semi-social não é 

possível determinar facilmente as diferenças entre fêmeas reprodutivas e não 

reprodutivas levando-se em conta apenas caracteres morfológicos, como tamanho 

corporal, desenvolvimento de estruturas reprodutivas e de coleta e defesa da 

colônia (como em alguns membros da Tribo Augoclorini). Em grupos com 

organização social primitiva (Halictinae, Allodapine e alguns Bombini), o polifenismo 

já é manifesto, apesar de existirem, na maioria, fenótipos intermediários de fêmeas. 

Já nos grupos de abelhas altamente eussociais quase não se encontram fenótipos 

intermediários (Apini e Meliponini). Nestes, e especificamente em Apis mellifera, a 

diferenciação de castas é bem conspícua. A maior parte das diferenças das 

rainhas em relação às operarias e às fêmeas de abelhas solitárias são perdas 

estruturais e comportamentais, i.e., ausência de órgãos coletores de mel, pólen, 

glândulas produtoras de cera, etc. (resumidas na Tabela 1; Michener, 1974). 

Porém, durante o desenvolvimento, as rainhas “perdem” estruturas, mas tornam-se 

pedomórficas, i.e., desenvolvem órgãos relacionados à reprodução antes e o fazem 

de maneira geral mais rapidamente. Isto resulta numa enorme capacidade 

reprodutiva das rainhas, sendo as operárias capazes, eventualmente, de só pôr 
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ovos não fecundados (que originam zangões) ou tróficos. Um caso extremo, 

encontra-se em Frieseomelitta varia. Os ovários -e, parcialmente os oviductos 

laterais- das operárias desorganizam-se e re-absorvem-se quase completamente 

durante o desenvolvimento pupal e na transição para a vida adulta, resultando os 

indivíduos desta casta completamente estéreis (Boleli et al., 1999, 2000).

*ver Silva et al. (2002, 2003)

Tabela 1.1- Algumas diferenças entre 
(modificada de Michener, 1974).

rainhas e operárias de Apis mellifera

Característica Rainhas Operárias
Area relativa da superfície de antenas 1 2
N° de placas quimio-receptoras por antena 1600 2400
Lobo antenal do cérebro Pequeno Grande
Mushroom bodies Pequenos Grandes
Glândulas hipofaríngeas Vestigiais Grandes
Glândulas mandibulares Muito grandes Grandes
Glândulas da cera Ausentes Presentes
Glândula de Nasanov Ausente Presente
Ovários Muito grandes Pequenos
N° de ovaríolos 150-180 2-12
Espermateca* Grande Pequena
Eixo do Ferrão Curvo Reto
Longevidade Grande Pequena
Mandíbula Robusta Pequena
Proboscis Curta Comprida
Órgãos para coleta de pólen Ausentes Presentes
Tamanho corporal Grande Pequeno
Consumo de alimento protéico Grande Pequeno

1.2.-Determinação de castas

Quanto maior a diferença entre as castas, mais cedo atuam os fatores que 

determinam estas diferenças. Isto é, a evolução da socialidade requer um 

adiantamento no timing ontogenético de determinação de diferenças fenotipicas 

entre castas. Assim, abelhas com organização social primitiva e leves 

diferenciações morfo-fisiológicas entre fêmeas, como em alguns Halictinae, a 

determinação de castas acontece durante a vida adulta. Já em abelhas com alto 
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grau de diferenças fenotípicas entre fêmeas (Apini e Meliponini), estas diferenças 

são determinadas e surgem bem cedo durante a ontogenia (durante os primeiros 

estágios do desenvolvimento larval, em Apis, e incluso antes, como sugerido para 

Melipona; em Michener, 1974). Em todos os casos, o fator primário determinante 

das diferenças entre fêmeas (reprodutivas ou operárias) é certo grau de 

diferenciação alimentar (qualitativa e quantitativa; ver em Beetsma, 1979; Jung- 

Hoffmann, 1966) durante a fase larval, que conduz, na maioria dos casos, a 

diferenças em tamanho e peso das fêmeas e ao desenvolvimento diferencial de 

órgãos chave nas atividades casta-específicas destes insetos (ver Michener, 1974; 

Engels & Imperatriz-Fonseca, 1990). Além deste fator, feromônios e mecanismos 

genéticos também foram propostos como determinantes da diferenciação de castas 

em alguns tipos de abelhas (Hefetz et al., 1996; Cnaani et al., 1997; Hartfelder et 

al., 2000; Kerr, 1950; Kerr, 1987).

Porém, evidências experimentais mostram que a aplicação de hormônio 

juvenil (HJ) nas larvas de abelhas induz o desenvolvimento de características 

próprias de rainhas (Wirtz & Beetsma, 1972; Velthuis & Velthuis-Kluppell, 1975; 

Campos et al., 1975). Assim, independentemente do tipo de estímulo inicial 

(alimentar, feromonal ou genético), a determinação de caminhos de 

desenvolvimento diferentes durante a fase larval (casta-específicos) parece 

obedecer a sinais hormonais (HJ e ecdisteróides) gerados por algum dos 

determinantes iniciais (Kerr et al., 1975; Evans & Wheeler, 2001; Bloch et al., 2002).

A relação entre hormônios e diferenciação de castas é facilmente percebida, 

ademais, quando analisamos os perfis dos ecdisteróides e do HJ durante o 

desenvolvimento larval de Apis mellifera. Ambos hormônios apresentam perfis 

mais pronunciados na maior parte da fase larval de rainhas, sendo isto mais 

evidente no caso do HJ (Rachinsky et al, 1990; Rembold, 1987; ver também 

Hartfelder & Engels, 1998).
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1.3. -Perguntas chave

Neste ponto, surgem duas perguntas chave na discussão dos mecanismos 

que conduzem à diferenciação de castas. Uma nos leva para processos anteriores 

à ação hormonal e a outra nos leva para os processos decorrentes da ação 

hormonal: i, de que maneira diferenças na alimentação se traduzem em diferenciais 

de síntese de HJ? ii, de que maneira os diferenciais observados nos títulos de HJ 

determinam padrões casta-específicos de desenvolvimento pós-embrionário?

1.4. -Explicações prévias

A primeira pergunta (papel do fator nutricional na modulação da síntese de 

HJ) foi abordada, entre outros, por Hartfelder (1990). Ele propôs duas hipóteses 

explicativas: a modulação hormonal dependería de fatores hemolinfáticos 

decorrentes da diferenciação alimentar (Haydak, 1943; Rembold et al., 1974; 

Rembold, 1976) ou de as larvas atingirem um limiar de tamanho, sendo esta última 

explicação baseada em trabalhos realizados em outros grupos de insetos (Nijhout, 

1975). Ambas idéias ainda estão sob discussão, já que nem estudos de 

"determinadores alimentares” nem de balanços nutricionais apresentaram 

resultados conclusivos.

Uma outra via que podería ligar um limiar nutricional a um diferencial de 

síntese de HJ seria o sistema nervoso estomatogástrico. Este sistema, que regula 

a incorporação de alimentos e seu transporte pelo intestino, encontra-se 

intimamente conectado com o sistema endócrino retrocerebral de Apis mellifera 

(Boleli et al., 1995,1998), podendo representar a conexão inicial entre alimentação 

e títulos de HJ. Em dípteros, a relação entre nutrição, sistema neuro-endócrino e 

alguns aspectos do desenvolvimento vem sendo estudada durante esta última 

década pelo grupo de John Stoffolano. Este grupo demonstrou que uma dieta rica 



_________________________________________________________ Introdução geral 16

em proteínas ativa a produção de HJ pelos corpora allata de Phormia regina (Liu et 

al., 1988; Zou et al., 1989). O mediador deste processo seria um hormônio 

peptídico sintetizado em células endócrinas do intestino médio, que teria como alvo 

as células neurossecretoras do cérebro (Yin et al., 1994). Em Aedes aegypti, foi 

demonstrado que a distensão do intestino desencadeia no cérebro uma cascata 

fisiológica conducente à maturação de ovócitos, processo este que pode ser 

induzido sem a distensão intestinal mediante a aplicação de HJ III (Klowden, 1987).

Em Apis mellifera (Raes & Verbeke, 1994) e Melipona quadrifasciata (Neves 

et al., 2002), duas espécies com organização social complexa e diferenciação de 

castas, já foram encontradas células enteroendócrinas que poderiam cumprir o 

papel de conectar os sistemas digestivo e neuroendócrino (para maior informação 

sobre a relação entre nutrição e hormônios em insetos, ver Barton Browne, 2001).

Em relação à segunda pergunta formulada na seção anterior: Qualquer que 

seja o sinal que induz a maior síntese de HJ em futuras rainhas, este evento 

dispara os processos de desenvolvimento pós-embrionário casta-específicos. Isto 

é, indivíduos com patrimônio genético idêntico, sob efeitos “epigenéticos” (neste 

caso, hormonais) diferentes, seguem padrões de desenvolvimento diferentes, 

evidenciando clara plasticidade fenotípica. Temporalmente, isto acontece durante 

os estágios larvais L3 e início de L5 de Apis mellifera, caracterizados por maiores 

títulos de HJ em rainhas (Rachinsky et al., 1990; ver também Hartfelder & Engels, 

1998).

As diferenças hormonais em favor das rainhas parecem determinar dois tipos 

de alterações no padrão de desenvolvimento original (presente em ancestrais): um 

deles estaria representado por alterações “positivas”, de aquisição. Estas podem 

ser gerais, determinando maior crescimento corporal da larva, ou localizadas em 

campos específicos, ao nível de órgãos, por exemplo, ovários, determinando maior 

crescimento e diferenciação. O segundo tipo de alterações que parecem acontecer 
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durante o desenvolvimento de rainhas são alterações “negativas”, de perda, por 

exemplo, de órgãos coletores de pólen, etc. Tanto as alterações de aquisição 

quanto estas, poderíam depender do alcance de certo limiar de HJ. Em um caso, 

os títulos altos deste hormônio determinariam o desenvolvimento do órgão (talvez 

induzindo a expressão de genes chave), e em outro, estes títulos atuariam inibindo 

o desenvolvimento (provavelmente, reprimindo a expressão gênica).

Evidências da existência de campos morfogenéticos diferentes no 

desenvolvimento de castas e do timing de determinação em Apis mellifera surgiram 

dos trabalhos de enxerto realizados por Dedej et al. (1998). Estes autores 

mostraram que o desenvolvimento normal de ovários “tipo rainha” acontece 

somente quando a transferência de larvas para condições de cria artificial de 

rainhas é feita entre o primeiro e o segundo estágios larvais. Porém, foi 

demonstrado que títulos altos de HJ estão associados à prevenção da morte celular 

programada e a uma maior proliferação celular ao redor do 4o e 5o estágios larvais 

de ovários de rainhas (Schmidt Capella & Hartfelder, 1998, 2002), processos 

responsáveis pela diferenciação morfológica nos ovários das castas destes insetos.

Por outro lado, estudos da ação dos ecdisteróides nos ovários de larvas de 

operárias Apis mellifera (Hartfelder et al., 1995) mostraram alterações casta- 

específicas na expressão gênica, com perfis que imitam os encontrados em larvas 

de rainhas. Experimentos de differential-display PCR sugerem, ademais, a 

expressão diferencial de genes reguladores putativos no desenvolvimento de 

operárias destes insetos (Hepperle & Hartfelder, 2001).

Todos estes trabalhos mostram o forte papel dos hormônios 

(fundamentalmente HJ) na determinação do desenvolvimento de estruturas casta- 

específicas, e seu comprometimento temporal com estes processos. Se nos 

referirmos à Tabela 1.1, poderemos imaginar a complexidade que significaria 
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determinar esse sem-número de diferenciações morfológicas, cada uma, 

possivelmente, relacionada a um campo morfogenético diferente.

1.5.-Considerações  sobre receptores nucleares de hormônios

Os hormônios lipofílicos são bons mediadores na regulação da diferenciação 

celular e no desenvolvimento e na fisiologia de órgãos, devido a características 

como a capacidade de difundir e de atravessar membranas celulares. Estes 

hormônios incluem os esteróides, retinóides e hormônios da tiróide. Assim, ao 

contrário da maioria dos hormônios peptídicos e fatores de crescimento solúveis em 

água, os quais se ligam a receptores da membrana plasmática, os hormônios 

solúveis em lipídeos a atravessam e interagem com os seus receptores 

intracelularmente (em Solomons, 1996; Lewin, 1997; Baker et al., 2000). Trabalhos 

das duas últimas décadas têm mostrado, ademais, que a maioria destes receptores 

está associada ao núcleo celular, inclusive na ausência do hormônio (King & Green, 

1984; Brink et al., 1992).

Os receptores deste tipo de hormônios compartilham alguns aspectos 

estruturais/fisiológicos, e, segundo análises comparativas de seqüências de 

nucleotídeos, possuem diferentes graus de identidade, formando por esta razão a 

superfamília dos receptores nucleares de hormônios (SRNs). Para fins práticos, 

esta superfamília foi dividida na família dos receptores de esteróides (ecdisona, 

estradiol, cortisol, vitamina D, etc.) e a família dos receptores de não esteróides, 

que incluem os hormônios tireóideos e retinóides (em Mangelsdorf et al., 1995). 

Ademais, trabalhos de clonagem e sequenciamento identificaram um grande 

número de genes cuja sequência apresenta identidade com a superfamília de 

receptores nucleares, no entanto, como não têm ligandes conhecidos, são 

denominados "órfãos" (Tsai & O'Malley, 1994).
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Os membros da SRN formam complexos homodiméricos e/ou 

heterodiméricos, que reconhecem sequências específicas de DNA, os elementos 

de resposta a hormônios (ERH). Estas sequências estão espalhadas no genoma e 

regulam a expressão de genes circundantes em combinação com outros fatores de 

transcrição. Os ERHs são formados por seqüências especificas ordenadas de 

maneira direta ou invertida que estão separadas entre si por um número variável de 

nucleotídeos (Tsai & O'Malley, 1994; Horneret al., 1995).

Análises de disseção mutacional e de sequência de aminoácidos dos 

receptores nucleares de hormônios indicam que podem ser subdivididos em 4-5 

domínios. O domínio N-terminal A/B, por exemplo, é altamente variável quanto a 

sequência e comprimento. Usualmente, este domínio exerce função de 

transativação, atuando sobre seus genes alvo mediante a interação com 

componentes do "core" da maquinaria de transcrição ou com coativadores. O 

domínio C, de 66-68 aminoácidos (o mais conservado evolutivamente) constitui o 

domínio de ligação ao DNA (DBD) e permite também a dimerização. Este domínio 

inclui dois zinc fingers que são os responsáveis pelo reconhecimento e união do 

receptor aos ERHs. Dentro do DBD existem duas regiões que conferem ao 

receptor especificidade para um determinado ERH, a P-box e a D-box, ambas com 

aminoácidos que determinam as funções do domínio e mostram o maior grau de 

conservação. O domínio D se localiza downstream ao C, permite a alteração na 

conformação do receptor e possui frequentemente as funções de localização 

nuclear e/ou transativação. No extremo C-terminal deste, está localizado o domínio 

E, o mais longo e encarregado das mais variadas funções, tais como de união a 

ligande, dimerização, associação a proteínas de choque térmico, transativação, 

silenciamento, localização nuclear e união ao TFIIB (um fator de transcrição). 

Finalmente, localizado no extremo C-terminal, alguns receptores apresentam o 

domínio variável F com função desconhecida até o momento (Hollenberg & Evans, 
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1988; Evans, 1988; Tsai & 0'Malley, 1994; Mangelsdorf et al., 1995; Henrich & 

Brown, 1995).

Foram identificados mais de 150 membros desta grande família de proteínas, 

que começou com o isolamento dos cDNAs dos receptores de glicocorticóides e 

estrógeno, que constituem os primeiros fatores de transcrição para RNA polimerase 

II a serem clonados (Mangelsdorf et al., 1995). A identificação do receptor de 

ecdisona como membro desta família (Koelle et al., 1991), deu indícios da 

universalidade destes receptores entre os animais, sugerindo que o seu 

aparecimento foi anterior à divergência entre invertebrados e vertebrados. 

Atualmente sabe-se que o receptor de ecdisona funcional em Drosophila 

melanogaster (DmEcR) é formado pela associação heterodimérica e dinâmica dos 

produtos dos genes EcR e ultraspiracle (usp) e que esta associação é promovida 

por ecdisteróides (Yao et al., 1992; Yao et al., 1993; Hall & Thummel, 1998). Em 

Manduca sexta, o complexo EcR inclui também moléculas protéicas do tipo 

immunofilina/hsp, que em Drosophila atuam como chaperonas na formação do 

complexo (Gilbert et al., 2000; Song et al., 1997; Arbeitman & Hogness, 2000).

1.6.-Ecdisona, HJ e expressão gênica

Os conhecimentos sobre receptores de esteróides, apresentados brevemente 

acima, constituem os principais exemplos dos trabalhos realizados desde os 

clássicos sobre regulação da expressão gênica feitos por Ashburner e col., no início 

da década do 70, que utilizaram como modelo a indução de pufs em cromossomos 

politênicos de Drosophila melanogaster pela ecdisona (trabalhos prévios já tinham 

sido feitos em Chironomus tentans por Clever & Karlson, 1960). Seus resultados 

sugeriram que um complexo ecdisona/EcR induziría a expressão de pufs iniciais 

cujos produtos reprimiríam os correspondentes à intermuda, simultaneamente à 

repressão, pelo complexo, dos genes tardios. Seguidamente, e em presença 
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continuada de ecdisona, os produtos dos genes iniciais e iniciais-tardios (além de 

reprimir sua própria expressão) seriam os responsáveis pela indução dos genes 

tardios, que por sua vez participariam na consecução da metamorfose (Ashburner 

et al., 1974; Ashburner, 1974).

As informações sobre receptores obtidas mediante a utilização de técnicas de 

biologia molecular e estudos com mutantes confirmaram o modelo proposto por 

Ashburner, embora revelem níveis maiores de complexidade (ver, por exemplo, 

Huet et al., 1993 e Huet et al., 1995). Assim, resumidamente, no final do último 

estágio larval e em resposta a um aumento na taxa de ecdisona, ocorre a ativação, 

pelo complexo EcR/Usp, dos genes iniciais (como E74A, E75A, E75B e BR-C), 

cujos produtos, através de HR3 (gene inicial-tardio), induzem a expressão de /3ftz-f1 

(um receptor nuclear órfão) e paralelamente reprimem os correspondentes a 

EcR/Usp. A presença transitória de PFTZ-F1 (que é reprimido por E75B+DHR3) é 

necessária para que aconteça o desenvolvimento normal da reação ao segundo 

pulso de ecdisona no estágio de pré-pupa (White et al., 1997), com a participação 

direta do BR-C na ativação dos genes tardios (Crossgrove et al., 1996). Estes dois 

ciclos de indução estão relacionados respectivamente com eventos de morte celular 

programada e histólise de tecidos larvais, e com diferenciação celular e 

morfogênese na transição pré-pupa/pupa (Baehrecke, 1996; Li & Bender, 2000).

Já o HJ é conhecido como hormônio "status quo”, já que enquanto presente 

em altos níveis, ele inibe mudanças morfológicas dramáticas próprias do 

desenvolvimento pós-embrionário de holometábolos (transição larva-pupa e pupa- 

adulto). Ademais desta função conservadora e das associadas á resposta a 

diferenciais alimentares durante o desenvolvimento larval de abelhas eussociais 

mencionadas acima, o HJ atua como hormônio gonadotrópico em algumas 
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espécies e encontra-se associado a divisão de trabalho em operárias adultas em 

Apis mellifera (Robinson & Vargo 1997).

Mas, a pesar de se conhecer bastante sobre os processos dependentes de HJ 

(ver Riddiford, 1994; Wyatt & Davey, 1996), pouco se sabe sobre os mecanismos 

moleculares de sua ação, contrastando com o que acontece com os ecdisteróides. 

Depois de liberado pelos corpora allata, o HJ se liga a proteínas hemolinfáticas, as 

quais permitem sua mobilização e o protegem da degradação por esterases 

circulantes. Livre das proteínas de união, o HJ atua sobre células alvo reagindo 

diretamente com proteínas de membrana plasmática (como no caso das células 

foliculares de Locusta migratória, Davey & Gordon, 1996) ou através de 

“receptores" intracelulares característicos de hormônios esteróides (Riddiford, 

1994). Mas, apesar de existirem certas evidências relacionadas à primeira via, não 

se conhece com exatidão as moléculas implicadas na eventual via mediada por 

receptores. Foram descobertas várias moléculas, normalmente denominadas 

proteínas de união de HJ, que sugerem ser capazes de ligar HJ e mediar as ações 

deste hormônio dentro das células, e outras que podem intermediar mais 

indiretamente estas ações (Palli et al., 1990; Shemshedini et al., 1990; Riddiford, 

1994; Palli et al., 1994; Engelmann, 1995; Wyatt & Davey, 1996). Estes últimos 

autores (Wyatt & Davey), apoiados nos dados mencionados acima e em fatos tais 

como a característica lipofílica do HJ e a sua capacidade de promover ou reprimir a 

expressão gênica, sugeriram um modelo de ação para este hormônio que seria 

semelhante à via dos ecdisteróides. Contudo, seria necessário ainda conhecer a 

natureza do receptor de HJ, a cascata de reações que o mesmo desencadeia e os 

produtos gênicos resultantes.

Alguns resultados controversos obtidos a partir de estudos feitos em 

Drosophila, sugerem que Usp liga HJ-III, após o qual homodimeriza e muda a sua 

conformação ganhando função de ativador da transcrição (Jones & Sharp, 1997; 
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Jones & Jones, 2000; Jones et al., 2001; Xu et aí., 2002; Sasorith et al., 2002). 

Ademais, o HJ-III pode ligar e ativar o heterodímero formado pelo FXR (receptor 

ativado pelo ácido farnesóico) e o receptor retinóideo X de mamíferos (RXR; 

Forman et al., 1995).

Considerando que Usp constitui o homólogo do RXR, o qual possui 

capacidade de ligar 9-c/s ácido retinóico, nesse trabalho, abordamos a possibilidade 

de Usp de Apis mellifera possuir alguma de suas funções dependentes do HJ e a 

participação de Usp na mediação dos efeitos deste hormônio em alguns processos 

relacionados à diferenciação de castas em Apis mellifera.



2. Seqüência de cDNA e resposta a 
hormônios morfogenéticos do 
ultraspiracle de Apis mellifera
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2.1.-Introdução

O hormônio juvenil (HJ) e os ecdisteróides, especialmente 20-hidroxiecdisona 

(20E), controlam muitos aspectos no desenvolvimento dos insetos (Nijhout, 1994). 

A 20E constitui a chave da cascata de expressão gênica que controla as mudanças 

sincronizadas próprias das mudas larvais e metamórfica (White et al., 1997; 

Thummel, 2001a). As ações promovidas pela 20E são mediadas por fatores de 

transcrição que pertencem à superfamília de receptores de hormônios esteróides 

(Evans, 1988; Henrich & Brown, 1995; Riddiford et al., 2000). Os membros desta 

família compartilham uma estrutura modular que inclui basicamente um domínio N- 

terminal com funções de transativação, um domínio altamente conservado de união 

a DNA e um domínio C-termianl menos conservado que permite funções de união a 

ligande e dimerização (Yao et al., 1992). O receptor funcional de 20E de 

Drosophila melanogaster tem sido bastante bem caracterizado e consiste de um 

heterodimero formado pelos produtos protéicos dos genes EcR e ultraspiracle (usp; 

Oro et al., 1990; Koelle et al., 1991; Yao et al., 1992; Yao et al., 1993; Swevers et 

al., 1996). Porém, e apesar dos esforços de inúmeros laboratórios, o receptor do 

HJ não foi ainda identificado. Numa publicação controversa de 1997, Jones & 

Sharp sugeriram que Usp poderia representar pelo menos um dos receptores do 

HJ. Mas a pesar das discussões levantadas e os trabalhos sobre o tema, Usp tem 

sido considerado como componente auxiliar ao EcR no complexo receptor de 

ecdisona. Mais recentemente, o mesmo grupo de trabalho que sugeriu a 

possibilidade de Usp ligar HJ mostrou que este fator de transcrição exibe atividade 

de indutor transcricional independente do EcR, atividade que pode depender de 

união a ligande (Jones & Jones, 2000; Jones et al., 2001; Xu et al., 2002)
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O HJ possui participação fundamental em diversos processos do 

desenvolvimento e diferenciação de castas em Apis mellifera. Assim, com o 

objetivo de ajudar na compreensão do mecanismo molecular de ação deste 

hormônio e sua possível relação com o Usp, nós decidimos:

• Determinar a organização aminoacídica do Usp de Apis mellifera.

• Identificar o mRNA de usp e estimar o número de cópias deste gene no 

genoma de Apis mellifera.

• Avaliar a resposta de usp a variações nos níveis dos hormônios juvenil e 

ecdisona.
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2.2.-Resultados

2.2.1.-Análise comparativa do Ultraspiracle de Apis mellifera (AmUsp)

Nós clonamos e sequenciamos o cDNA proveniente do corpo gorduroso de 

rainhas Apis mellifera. A seqüência de aminoácidos deduzida deste cDNA e do 

proveniente de cérebro de operárias (R. Maleszka, com. pessoal) mostra alta 

similaridade com a proteína Usp de outros animais (Figura 2.1-2). Esta identidade 

e sua organização modular sugerem que os cDNAs correspondem a Ultraspiracle, 

um membro da superfamília de receptores nucleares, ortólogo do RXR de 

vertebrados (Evans, 1988; Henrich & Brown, 1995; Riddiford et al., 2000).

Ambas seqüências foram depositadas no GenBank com os números de 

acesso AY273778 (corpo gorduroso de rainhas) e AF263459 (cérebro de 

operárias). O cDNA isolado do cérebro de operárias possui 3754pb, concordando 

com o tamanho estimado mediante experimentos de Northern blots (~4kb, Figura 

2.3). Porém, hibridações de membranas com RNA Poli A+ mostram uma banda 

adicional e maior de ~5kb em amostras obtidas de cabeças de operárias. Isto 

indica a produção de dois transcritos neste órgão. Como duas bandas de 

hibridização podem resultar de processamento alternativo (ou do uso de diferentes 

sítios de origem de transcrição; Keightley, 1998) de um único transcrito originado de 

um gene de cópia simples ou de transcritos individuais de um gene com mais de 

uma cópia, nós estimamos o número de cópias de usp no genoma de Apis mellifera 

mediante experimentos de digestão-sondagem.

O padrão obtido mediante a utilização de uma sonda que incluía a região 

menos conservada E/F e parte da extremidade não traduzida 3’ mostra uma única 

banda de hibridação (Figura 2.4). Este resultado sugere que usp está presente em 

cópia simples no genoma desta espécie e que as duas bandas observadas nos 

Northern blots correspondem provavelmente a transcritos alternativos.
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A seqüência de ambos cDNAs inclui um ORF de 427 aminoácidos, que 

representaria um polipeptídio com um peso molecular estimado de 48 kDa e um pl 

8.80 (calculado mediante o uso da ferramenta Compute pl/Mw, 

http://www.expasy.orq/tools/pi tools.html). Este peso molecular é similar aos 

estimados para o Usp de Aedes aegypti (51 e 54kDa, Kapitskaya et al., 1996), 

Lucilia caprina (51 kDa; Hannan & Hill, 2001), Chilo supppressalis (47kDa, 

Minakuchi et al., 2003) e outros animais estudados até o momento.

A seqüência aminoacídica deduzida a partir do cDNA de fêmeas de Apis 

mellifera possui uma organização semelhante à do padrão da superfamília de 

receptores nucleares (Figura 2.1-2). O domínio N-terminal A/B, normalmente 

relacionado à função de trans-ativação, atuando sobre seus genes alvo mediante a 

interação com componentes do core da maquinaria de transcrição ou com co- 

ativadores, possui 109 aminoácidos (aa). Quando considerados os resultados dos 

alinhamentos múltiplos, claramente o domínio mais variável de todos, tanto em 

comprimento quanto em seqüência (não mostrado). Mas apesar da pouca 

conservação estrutural observada, existem alguns blocos de seqüência 

compartilhados por organismos mais próximos, o qual pode estar indicando uma 

semelhança funcional. Apis mellifera, por exemplo, compartilha a seqüência 

SPLDMKPDTASLI, na posição 46-58, perto do N-terminal, com Locusta migratória 

e Tenebrio molítor, espécies que se situam juntas em todas as análises 

filogenéticas que consideram a seqüência aminoacídica de Usp (grupo “ApLoTe”). 

Aqui chama mais a atenção o fato de estas espécies compartilhar estas seqüências 

(espécies pertencentes a ordens diferentes e, no caso de Apis e Locusta, com 

marcantes diferenças no desenvolvimento pós-embrionário) do que as diferenças 

aminoacídicas per se, em relação a outras espécies, já que, por exemplo, 

Drosophila melanogaster possui outros aminoácidos nestas posições, mas 

pertencentes aos mesmos grupos. Algo semelhante acontece com as espécies de

http://www.expasy.orq/tools/pi_tools.html
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leptidóteros (Bombyx mori, Manduca sexta e Choristoneura fumiferana) e de 

vertebrados (Homo sapiens e Mus musculus) consideradas neste estudo.

No domínio A/B existe, ademais, um bloco de aa predominantemente neutros 

(YPPNHPLSGSKHL) compartilhados por todos os insetos e ausente nos 

vertebrados estudados aqui. Este bloco encontra-se junto ao seguinte domínio (C).

Imediatamente downstream do domínio A/B encontra-se o domínio mais 

conservado C (Figuras 2.2), de união a DNA (DBD), com seus 66 aminoácidos. 

Neste tipo de moléculas, este domínio está formado por dois dedos de zinco cujas 

seqüências não são idênticas (zinc finger tipo C-4), i.e., o primeiro é um dedo de 

zinco C-4 típico e o segundo com o número de aa entre cisteinas modificado. No 

domínio podemos encontrar também as seqüências que conferem especificidade 

de união a DNA (EGCKG, P-box) e capacidade para dimerizar (REEKS, D-box; ver 

Figuras 2.1 e 2.5), que se localizam no primeiro e no segundo dedo de zinco 

respectivamente (Hollenberg & Evans, 1988; Evans, 1988; Tsai & O'Malley, 1994; 

Mangelsdorf et al., 1995; Henrich & Brown, 1995). No D-box, Apis mellifera possui 

uma serina na última posição quando o resto dos insetos apresenta uma 

asparagina e os vertebrados estudados um ácido aspártico. Devido à função 

associada a estes aa, é possível esperar diferenças no tipo de parceiros do 

Usp/RXR em estas espécies, pelo menos entre insetos e vertebrados (onde há 

substituição aminoacídica com mudança de característica dos aa).

No domínio C, também, e apesar do alto grau de conservação de seqüência, 

existem certos aa que não são compartilhados por todas as espécies que foram 

estudadas aqui, mas sim por alguns “grupos” de espécies, apesar delas não serem 

próximas considerando a filogenética tradicional. De novo, estas diferenças no uso 

de aa provavelmente não tenha conseqüências funcionais por elas serem 

substituições que incluem aa do mesmo grupo (S em lugar de T, M em lugar de C, 

etc.).
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Downstream ao C encontra-se o curto domínio D, com apenas 23aa em Apis 

mellifera. Esta região, que possibilita a atividade homodimérica do cr-RXR do 

homem (Lee et ai., 1993) e de localização intranuclear e de transativação 

(Hollenberg & Evans, 1988; Evans, 1988; Tsai & 0'Malley, 1994; Mangelsdorf et al., 

1995; Henrich & Brown, 1995), possui uma seqüência consenso de 10aa 

(REAVQEERQR) presente em todas as espécies consideradas aqui, exceto 

Schistosoma mansoni (utilizado como “grupo externo” nas análises filogenéticas), 

que apresenta glutamina em lugar de arginina na última posição. Já o resto do 

domínio D de Apis mellifera assemelha-se mais ao do grupo de Locusta, Tenebrio 

e vertebrados do que ao resto dos insetos. Inclusive, Apis e Locusta compartilham 

6aa a mais logo após a seqüência mencionada acima.

No extremo C-terminal do Usp está localizado o domínio E, o mais longo, com 

229aa em Apis mellifera e mais amplamente conhecido como domínio de união a 

ligande (LBD, apesar de estar associado a uma variedade de funções), devido ao 

fato de que as espécies que o possuem, ligam-no mediante esta região.

Alinhamentos múltiplos do domínio E oferecem informações interessantes. É 

um domínio relativamente pouco conservado (ver Figura 2.2), mas apesar disso 

pode-se apreciar também a estranha formação de quase dois clasters, um formado 

pelas seqüências de Apis, Tenebrio, Locusta e vertebrados, e o outro pelo resto dos 

insetos (dípteros e lepidópteros). Isto acontece especialmente devido ao 

comprimento dos “gaps” em relação à seqüência de Schistosoma (o tamanho do 

LBD do primeiro grupo é em media 41 aa menor) e, também, ao uso diferencial de 

alguns aa que pertencem a diferentes grupos. Uma seqüência conservada já 

próxima à extremidade C-terminal (AKLLLRLPALR) contribui na capacidade de 

heterodimerizar (Lee et al., 1998), e está presente inteira no Usp de Apis mellifera 

exceto pela presença de uma isoleucina em lugar de uma leucina na penúltima 

posição (Figura 2.6, em negrito e itálico).
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A última sequência consenso presente neste tipo de receptor (FLMEMLE) e 

denominada função de ativação 2 (AF-2; Danielian et al., 1992; Durand et al., 1994; 

Bourguet et al., 1995), em Apis mellifera aparece com apenas uma modificação, 

valina em lugar da primeira metionina (Figura 2.6, em negrito). Interessantemente, 

de novo, esta seqüência encontra-se mais conservada no grupo de Apis, Tenebrio, 

Locusta e vertebrados do que no resto dos insetos.

De entre os 22 residuos aminoacidicos que no cr-RXR humano interagem com 

o 9-cis AR (Sasorith et al., 2002; ), encontram-se 19 (Figura 2.6) no Usp de Apis, e 

os 3 restantes são similares. Algo semelhante acontece com o Usp de Locusta e 

Tenebrio, mas já em menor medida nos dípteros e lepidópteros, onde estes aa 

parecem menos conservados.

2.2.2.-Filogenia  molecular do AmUsp

As análises realizadas com as seqüências que foram utilizadas nos 

alinhamentos rendem resultados diferentes de acordo com que região do Usp é 

considerada. Em todos os casos nós utilizamos o RXR de Schistosoma mansoni 

para estabelecer a raiz da árvore, funcionando assim como grupo externo 

(utilizamos as seqüências completas depositadas no GenBank e as isoformas alfa 

dos RXRs).

Quando utilizamos o DBD, um domínio bastante conservado e com claras 

funções de união a ácidos nucléicos, as árvores obtidas mostram localizações 

filogenéticas concordantes com as reconhecidas atualmente para os grupos 

considerados (Figura 2.7A), insetos e vertebrados em ramos separados com altos 

valores de bootstrap. O ramo dos invertebrados não pode ser resolvido muito bem, 

muito provavelmente pelo insuficiente tamanho das seqüências analisadas. Os 

DBDs de Apis mellifera, Locusta e Tenebrio (ApLoTe) possuem um 97% de 

identidade, e aproximadamente 90% quando as comparamos com as do resto de 
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insetos e vertebrados. Inclusive com o Schistosoma, o Usp de Apis comparte mais 

do que 80% de identidade.

Já quando foram utilizadas nas análises as seqüências dos LBDs, as árvores 

obtidas mostram surpreendentes anatomias, separando os dípteros e lepidópteros, 

e pondo Apis, Tenebrio e Locusta no mesmo ramo junto aos vertebrados (com 

100% de bootstrap, Figura 2.7B). Assim, as maiores similaridades foram 

encontradas entre o Usp de Apis e os ortólogos de Locusta (78%), Tenebrio, Homo 

sapiens (69%) e Mus musculus (68%). As árvores filogenéticas obtidas com as 

seqüências do Usp inteiro semelham as obtidas com os LBDs, mostrando assim o 

peso das variações presentes neste domínio sobre a conservação dos DBDs 

(Figura 2.7C). Estes resultados estão apenas refletindo as diferenças e similitudes 

nas seqüências discutidas anteriormente.

2.2.3.-Comportamento de usp em animais com níveis aumentados de 

hormônios morfogenéticos

2.2.3.1.-O HJ aumenta os níveis do transcrito de usp em fêmeas de Apis 

mellifera

Para testar a resposta de usp a títulos artificialmente aumentados de HJ nós 

realizamos experimentos de aplicação deste hormônio in vivo e avaliamos a 

expressão de usp mediante RT-PCR semiquantitativa. Aplicamos 10pg de HJ III a 

rainhas e operárias entre os estágios Pbm-Pbd (ver Tabela 5.1) e determinamos os 

níveis de expressão de usp nos corpos gordurosos, lugar de síntese de 

vitelogenina. Estes estágios pupais são caracterizados por títulos relativamente 

baixos de ecdisteróides e um aumento nos de HJ (Rembold, 1987; Pinto et al., 

2002). É neste contexto hormonal que acontece o início da expressão de vg 

durante o período pupal destes insetos (Barchuk et al., 2002; Piulachs et al., 2003). 

Os resultados são apresentados na Figura 2.8. Pupas de ambas castas
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evidenciaram um significativo e rápido aumento nos níveis de expressão de usp 

após tratamento (2-4,5h).

Para avaliar a duração desta resposta nós realizamos experimentos 

semelhantes, mas coletando amostras 2,5, 12 e 24h após o tratamento hormonal 

(experimentos independentes, com todas as amostras tomadas em Pbd, 10h antes 

da emergência do adulto). A pesar da resposta na expressão de usp ser rápida, 

não parece durar muito tempo, já que não podemos detectar diferenças nos níveis 

de transcrito entre os animais tratados e os controle 12h após a aplicação de HJ 

(Figura 2.9). Ademais, pequenas quantidades de HJ aplicadas em operárias 

recém-nascidas não parecem ter muito efeito na expressão de usp, exceto um 

pequeno aumento do transcrito em amostras tomadas de cabeças 24h após 

tratamento (Figura 2.9).

Outra maneira de avaliar a resposta de usp à variação de títulos de HJ seria 

aumentar de maneira endógena a concentração deste hormônio. Experimentos 

preliminares realizados em nosso Laboratório demonstraram que operárias adultas 

knock-down para vg (KDvg) apresentavam títulos de HJ maiores que as controle. 

Se usp respondesse a HJ, as abelhas KDvg deveríam apresentar maior expressão 

de usp. Assim, em nosso experimento de KDvg, foram primeiramente avaliados os 

níveis de expressão de vg e os títulos de HJ. As restantes medições foram 

realizadas com as amostras vindas de abelhas comprovadamente knock-down 

(KDVg), que, invariavelmente, possuíam altos títulos de HJ. O experimento contou, 

ademais, com dois grupos controle, um constituído por abelhas injetadas com água 

estéril (C1) e o outro com abelhas injetadas com água estéril previamente tratada 

com dietil-pirocarbonato (C2). Em alguns casos, as abelhas pertencentes a este 

último grupo apresentaram significativas variações nos graus de KDVg. Foram 

analisados, também, os níveis de expressão de dois outros genes (fiactina e ftz-f1). 

Actina foi escolhido como controle da quantidade das amostras utilizadas nos 
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experimentos, e ftz-f1 a maneira que permita um controle entre as relações internas 

entre vg, HJ e usp. Os resultados deste experimento estão resumidos na Figura 

2.10, e confirmaram a relação entre níveis de Vg e títulos de HJ, e entre títulos de 

HJ e níveis de expressão de usp de Apis mellifera.

2.2.3.2,-usp  não parece responder a 20E no corpo gorduroso de Apis 

mellifera

Como Usp constitui o parceiro de EcR no complexo receptor de ecdisona em 

Drosophila melanogaster, e como o perfil de expressão de seu mensageiro em 

operárias de Apis mellifera lembra o perfil do titulo de ecdisteróides nesta casta (ver 

próximo capítulo; Pinto et al., 2002), era esperado que usp aumentasse sua 

expressão sob a influência de 20E exógena. Para testar isto, nós injetamos 5pg de 

20E em Pb-Pbl (caracterizadas por possuir títulos de 20E em queda) e tomamos 

amostras de RNA dos corpos gordurosos 1,5h, 24h e 48h após o tratamento. 

Surpreendentemente, não observamos aumento na expressão de usp nos animais 

submetidos a 20E exógena (Figura 2.11). Pelo contrário, os animais apresentaram 

uma diminuição, apesar de estatisticamente não significativa, nos níveis de 

expressão de usp após 24h do tratamento (Figura 2.12).
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1 - ATGATGAAGAAGGAGAAACCGATGATGTCGGTGACCGCCATCATCCAAGGGACTCAGGCC - 60 
-MMKKEKPMMSVTAI IQGTQA

61 - CAACATTGGTCCCGTGGCAACACTTGGCTAAGTCTGGACAACAGCAACATGTCCATGTCC - 12 0 
-QHWSRGNTWLSLDNSNMSMS

121 - TCAGTGGGCCCGCAAAGTCCACTGGACATGAAGCCCGACACAGCAAGCCTCATCAACCCC - 180 
-SVGPQSPLDMKPDTASLINP

181 - GGAAACTTCAGTCCTTCCGGCCCCAACAGCCCGGGATCCTTCACCGCTGGTTGTCACAGC - 240 
-GNFSPSGPNSPGSFTAGCHS

241 - AACCTTCTAAGTACGTCGCCGAGTGGCCAGAACAAAGCAGTCGCACCCTACCCGCCGAAC - 300 
-NLLSTSPSGQNKAVAPYPPN

301 - CACCCTCTCTCCGGAAGTAAGCACCTCTGCTCGATTTGCGGTGACCGTGCCAGTGGCAAG - 360 
-HPLSGSKHL C S I C G D R A S G K

361 - CATTATGGTGTCTATAGCTGCGAGGGTTGCAAAGGATTTTTCAAGAGGACCGTGCGCAAG - 420
- H Y G V Y S C E G C K G F F K R T V R K

421 - GACCTGTCGTACGCGTGTCGCGAAGAGAAATCCTGCATCATTGACAAACGGCAGAGAAAT - 480
- D L S Y A C RE E K S C I I D K R Q R N

481 - CGATGTCAGTATTGCAGATACCAGAÃaTGCCTGGCGATGGGAATGAAGAGAGAGGCGGTC - 540

- R C Q Y C R Y Q K C L A M G M K R E A V
541 - CAAGAGGAACGTCAACGTACCAAGGAAAGGGATCAGAGCGAGGTTGAGAGCACTAGTAGC - 60 0

- QEERQRTKERDQSEVEST S S
601 - CTGCATTCGGACATGCCGATCGAGCGTATCCTGGAGGCCGAGAAGAGAGTCGAATGTAAG - 660

-LHSDMPIERILEAEKRVECK 
661 - ATGGAGCAACAGGGAAATTACGAGAATGCAGTGTCGCACATTTGCAACGCCACGAACAAA - 720 

-MEQQGNYENAVSHICNATNK
721 - CAGCTGTTCCAGCTGGTAGCATGGGCGAAACACATCCCGCATTTTACCTCGTTGCCACTG - 780

-QLFQLVAWAKHI PHFTSLPL
781 - GAGGATCAGGTACTTCTGCTCAGGGCCGGTTGGAACGAGTTGCTGATAGCCTCCTTTTCC - 840 

-EDQVLLLRAGWNELLIASFS
841 - CACCGTTCCATCGACGTGAAGGACGGTATCGTGCTGGCGACGGGGATCACCGTGCATCGG - 900 

-HRSIDVKDGIVLATGITVHR
901 - AACTCGGCGCAGCAGGCCGGCGTGGGCACGATATTCGACCGTGTCCTCTCGGAGCTTGTC - 960

-NSAQQAGVGTI FDRVLSELV
961 - TCGAAAATGCGTGAAATGAAGATGGACAGGACAGAGCTTGGCTGTCTCAGATCTATAATA - 1020 

-SKMREMKMDRTELGCLRSII
1021 - CTCTTCAATCCCGAGGTTCGAGGACTGAAATCCATCCAGGAAGTGACCCTGCTCCGTGAG - 1080 

-LFNPEVRGLKS IQEVTLLRE
1081 - AAGATCTACGGCGCCCTGGAGGGTTATTGCCGCGTAGCTTGGCCCGACGACGCTGGAAGA - 1140 

-KIYGALEGYCRVAWPDDAGR
1141 - TTCGCGAAATTACTTCTACGCCTGCCCGCCATCCGCTCGATCGGATTAAAGTGCCTCGAG - 1200 

-FAKLLLRLPAIRSIGLKCLE
1201 - TACCTGTTCTTCTTCAAAATGATCGGTGACGTACCGATCGACGATTTTCTCGTGGAGATG - 1260

-YLFFFKMIGDVPIDDFLVEM 
1261 - TTAGAATCGCGATCAGATCCT - 1281 

-LESRSDP

Figura 2.1.- Sequências nucleotídica do cDNA e aminoacídica do Usp de fêmeas 
de Apis mellifera. Os resíduos pertencentes ao domínio conservado C (DBD) estão 
sombreados e os correspondentes ao domínio D estão sublinhados. Os primeiros e 
os últimos resíduos pertencem aos domínios A/B e E/F respectivamente. Os 
números nas margens correspondem à seqüência do cDNA. Seqüências de 
aminoácidos conservadas estão em negrito e itálico.
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A)

C66

B) DBD LBD

Locusta migratória 97 78
Tenebrio molitor 97 69
Celuca pugilator 94 65
Homo sapiens (alpha) 88 69
Mus musculus (alpha) 88 68
Aedes aegypti (isoform-A) 94 50
Choristoneura fumiferana 95 48
Manduca sexta 92 41
Bombyx mori 94 46
Drosophila melanogaster 91 52
Lucilia cuprina 83 52
Chironomus tentans 91 43
Schistosoma mansoni 82 22

Figura 2.2.-Representação esquemática da organização do Amllsp indicando o 
número de arriinoácidos em cada domínio (A) e as percentagens de identidade de 
resíduos aminoacídicos de vários DBDs e LBDs relativos aos do Amllsp (B). As 
seqüências de cDNA (de corpo gorduroso de rainhas e cérebro de operárias) foram 
depositadas no GenBank sob os números de acesso AY273778 e AF263459, 
respectivamente. Lm=AF136372; Tm=AJ251542; Cp=AF032983; Hs=NM_002957; 
Mm=XM_123763; Aa=AF305213; Cf=AF016368; Ms=U44837; Bm=U06073; 
Dm=X53417; Lc=AY007213; Ct=AF045891; Sm=AF158102.

4kb -► ««*

R O

5kb
4kb

-JH +JH -JH +JH 
abdome cabeça

Figura 2.3.-Análise por Northern blot mostrando tamanhos moleculares dos 
transcritos de usp em fêmeas de Apis mellifera. À esquerda, RNA poli A+ (10pg) de 
abdome de rainhas (R) e operárias (O). À direita, RNA poli A+ de operárias tratadas 
com HJ (1pg).
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◄— 15kb

◄— 5,8kb

◄- 2kb

Figura 2.4.-Estimativa por Southern blot do número de cópias de usp. Trinta pg de 
DNA genômico foram digeridos com as endonucleases indicadas acima. A 
membrana foi hibridada com uma sonda luminescente de 850pb correspondente à 
extremidade 3’ do cDNA de usp de Apis mellifera.

Homo
Mus
Apis
Tenebrio
Locusta 
Celuca 
Bombyx 
Aedes 
Manduca
Lucilia 
Drosophila 
Chor i s t oneura 
Chironomus 
Schistosoma

CAÍCGDRSSGKHYGVYSCEGCKGFFkRTVRKDLTYTCRDNKDCLIDKRQRNRCQYCRYQK 
CAICGDltSSGKHYGVYSCEGCKGFFKRTVRKDLTYTCRDNKDÇLIDKRQRNRCQYCRYQK 
pSÍCGDRASGKHYGVYSCEGCKGFFKRTVRKDLSYACREEKsdlÍDKRQRNRCQYCRYQK 
tSICGDRASGKHYGVYSCEGCKGFFKRTVRKDLSYACREEKNÇIIDKRQRNRCQYCRYQK 
CSICGbRASGKHYGVYSCEGCKGFFKRTVRKDlisYACREDKNÇIIDkRQRNRCQYCRYQK 
CSICGDRASGKHYGVYSCEGCKGFFKRTVRKDLTYACREERSÇTIDKRQRNRCQYCRYQK 
CsjrCGDRASGKHYGVYSCEGCKGFFKRTVRKDLTYACREDKNÇIipKRQRNRCQYCRYQk 
icsÍcgdrasgkhygvy.scegckgffkrtvrkdlsyaçredknCtidkrqrnrcqycryqk
ÍjSICGDRASGKHYGVYSCEGCKGFFKRTVRKDLTXAÇREDRNÍCIIDKRQRNRCQYCRYQK 
CSICGDRASGKHYGVYSCEGCKGFFKRTVRKDLTYAÇREDRNÇIIDKRQRNRCQYCRYQK 
CSICGDRASGKHYGVYSCEGCKGFFKRTVRKDLTYAÇRENRNÇIIDKRQRNRCQYCRYQK 
CSICGDRASGKHYGVYSCEGCKGFFKRTVRKDLSYACREERNpiIDKRQRNRCQYCRYQK 
'c'sicgdra’sgkhygvyscegckgffkrtvrkdlsyacreern:cvidkkqrnrcqycryqk 
CSICSDRASGKHXGXFSCEGCKGFFKRTVRKELTXIÇRDSQEÇQipKRLkNRCQYCRYQK

Homo
Mus
Apis
Tenebrio
Locusta
Celuca
Bombyx
Aedes
Manduca
Lucilia
Drosophila 
Choristoneura 
Chironomus 
Schistosoma

ÇLAMGM 
CLAMGM 
ciIamgm 
CLNMGM 
CLAMGM 
CIÍtMGM 
CLACGM 
CLACGM 
CLACGM 
CLACGM 
CLTCGM 
CLACGM 
ÍCLNCGM 
CLRAGM

Figura 2.5.-Alinhamento das sequências aminoacídicas do DBD de Usp/o-RXR de 
crustáceo, dípteros, lepidópteros, vertebrados e platelminto. Boxes cinzas indicam 
aminoácidos idênticos. Os nomes científicos completos e os números de acesso no 
GenBank estão na Figura 2.2.
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Bombyx
Manduca 
Choristoneura
Drosophila
Lucilia
Aedes
Chironomus
Locusta
Apis
Tenebrio
Homo
Mus
Celuca
Schistosoma PPEQNCDLSVNSMIMSDTKITNAMNHSCLAEKQEIMLKTTNCTSSSSPHLLSNCSDSSIN

Bombyx
Manduca 
Choristoneura 
Drosophila 
Lucilia
Aedes 
Chironomus 
Locusta
Apis
Tenebrio
Homo
Mus
Celuca 
Schistosoma

--------------------------------------------------------- sv 
------------------- GGGSSGPGSVGGSSSQGGGGGGGVSGGMGSGNGSDDFMTN 
----------------------------------- GGGGGGGGGVSNVVGAGGEDFKPS 
-------------------------------------------------- IKSEEINST 
--------------------------------------------------ISSTQSLVNN ---------------------------------------------------------- s 
---------------------------------------------------------- s 
---------------------------------------------------------- s 
---------------------------------------------------------- s 
---------------------------------------------------------- s 
---------------------------------------------------------- c 
YFYSASNEKSQQPSINDNFNLTVNDAATYPPQELSLIGNKDSNNVTLPLADIHALKLPTT

Bombyx -SVQELSIERLL|lEALVADSAEE—LQILRVGP------------------- ESGVPA 
Manduca -SVQELSIERLLjIESLVADPPEE—FQFLRVGP------------------- ESGVPA 
Choristoneura QVSDELSIERLtImESLVADPSEE—FQFLRVGP------------------- DSNVPP 
Drosophila SVSRDFSIERIiÍaeQRAETQCGDRALTFLRVGP------------------- YSTVQP 
Lucilia SSLRDLTIERIiÍaEQKAESLSGDNVLPFLRVGN------------------- NSMVQH 
Aedes SSVRDVTIERIHJAEQLSEQKSGDNAIPYLRVGS------------------- NSMIPP 
Chironomus GPGRDITVERLmIaDQMSEARCGDKSIQYLRVAAS------------------ NTMIPP 
Locusta SLHTDMPVERILIaEKRVECKAEN----------------------------  
Apis slhsdmpierilÍaekrveckmeqq--------------------------------- G 
Tenebrio NMQAEMPLDRIIpAEKRIECTPAGGSGG----------------------------- VG 
Homo SANEDMPVERIlÍaELAVEPKTETYVEANMGLNPSSP------------------ 
Mus sanedmpvekil|aelavepktetyveanmglnpssp------------------ 
celuca gaisdmpiasirÍaelsvdpideqpldqgvrlqvplappdsekcsftlpfhpvsevscan 
Schistosoma TSAAIPPPPDALÍfIRTAESTISSRRKQWLSAFNKQQ------ CHAEIAKCFQDSMENL

Bombyx
Manduca 
Choristoneura 
Drosophila 
Lucilia
Aedes 
Chironomus 
Locusta
Apis
Tenebrio
Homo
Mus
Celuca 
Schistosoma

KYRAPVSSLCQIGNKQIAALIVWARDljHFGQLEIDDQILilKGSWNELLLFAIAWRSME 
kyrapvsslcqignkqiaalvvwardi|hfgqleledqil|iknswnelllfaiawrsme 
ryrapvsslcqignkqiaalvvwardi|hfgqlelddqvv|ikaswnelllfaiawrsme 
dykgavsalcqvvnkqlfqmveyarmm|hfaqvplddqvi|lkaawiellianvawcsiv 
dykgavshlcqmvnkqlyqmveyarrtIhfthlqredqilIlkagwnellianvawcsie EYKGAVSHLCQMVNKQIYQLIDFARRv|hFINLPRDDQVM|LRCGWNEMLIAAVAWRSME 
eyrapvsaicamvnkqvfqhmdfcrrlShftklplndqmy|lkqslnellilniaymsiq 
---------- qveyelvewakhi|hftslpledqvl|lragwnelliaafshrsvd 
nyenavshicnatnkqlfqlvawakhiIhftslpledqvlÍlragwnelliasfshrsid 
eqhdgvnnicqatnkqlfqlvqwakliShftslpmsdqvlSlragwnelliaafshrsiq 
—ndpvtnicqaadkqlftlvewakri|hfselplddqvi|lragwnelliasfshrsia 
—ndpvtnicqaadkqlftlvewakriIhfselplddqviílragwnelliasfshrsia 
plqdvvsnicqaadrhlvqlvewakhiÍhftdlpiedqvv|lkagwnelliasfshrsmg 
kwlennfekcttnhlplfdlviwsskl|yicqlscgvhld|lksacmqliivnlvywlan
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Bombyx
Manduca 
Choristoneura 
Drosophila 
Lucilia
Aedes 
Chironomus 
Locusta
Apis
Tenebrio
Home
Mus
Celuca
Schistosoma

FLNDERENVD-------------------------------------------------
YLTDERENVD------------------------------- ;-----------------
YLEDERENGDG------------------------------ ;------------------
SLDDGGAGGGGGG-------------------------------------------- LG
SLDAEYASPG----------------------------------------------- TV
YIETERSSDG----------------------- .-------------------------
YVEPDRRNADG------------------------------------------------
VKDG------------------------------------- :-----------------
VKDG------------------------------------- ------------------
AQDA-------------------------------------------------------
VKDG-------------------------------------------------------
VKDG-------------------------------------------------------
VEDG-------------------------------------------------------
DHKPRSLSTSNSTSKLPDTTPTINSTDISNITDDPPENSISDISKDCTIQMKKIKSVPLD

Bombyx 
Manduca 
Choristoneura 
Drosophila 
Lucilia 
Aedes 
Chironomus 
Locusta 
Apis 
Tenebrio 
Homo 
Mus
Celuca 
Schistosoma

------ SRNTAPPQLICÍMPGMTLHRNSALQAGVGQIH1R----------------VLS----- srstappqlmcímpgmtlhrnsalqagvgqifIr--------------- VLS
----- trsttqpqlmc|mpgmtlhrnsaqqagvgaif|r--------------- VLS
hdgsferrspglqpqqleSnqsfsyhrnsaikagvsaifSr--------------- ILS
HDGS FGRRS PVRQPQQLF1NQNFSYHRNSAIKANVVSIfIr--------------- ILS

  sritvrqpqlmcIgpnftlhrnsaqqagvdtlfJr----------------ILC
---- slerrqisqqmcIsrnytlgrnmavqagvvqifír--------------- ILS
------------ ivlatgltvhrnsahqagvgtifdr----------------VLT------------ iv|atgitvhrnsaqqagvgtif|r----------------VLS  
--------------- IVLATGLTVNKTSAHAVGVGNIYDR--------------- VLS
--------------- T L1ÍATGLHVHRN s ah s agvgai fJr----------------VLT
--------------- j LgATGLHVHRNSAHS AGVGAI FBR----------------VLT  
------------------------------ 1 vIatglvihrs SAHQAGVGAI F|R--------------- VLS
ekmdyyysnfpefhllnn|tkpmdnnnndsisskptnin|nsvdddmirkrntnvykliy

Bombyx 
Manduca 
Choristoneura 
Drosophila 
Lucilia 
Aedes 
Chironomus 
Locusta
Apis 
Tenebrio 
Homo
Mus
Celuca
Schistosoma

EjSLKMRSLRMDQA|CVAÍKAIILL81DVKGLKN--KQEVDVL|EKMFLCÍDEYCRRSRG 
e|sl|^rtlrmdqa|yva|kaiillPwvkglkn--kpevvvl1ekmfsc|deyvrrsrc 
e|sl1mrtlrmdqa1yvaÍkaivll|||dvkglkn--rqevdvl|ekmfsc|ddycrrsrs 
eIsvímkrlnldrr|lsc|kaiilynPdirgiks—raeiemc|ekvyac|dehcrlehp 
e|si|mkrlnidrs|lsc|kaiilfSj?dirglkc—radvevcÍekiyacIdehcrtehp 
e|gi|mkrldvtra|lgv|kaiilf1^dirglkc--qkeidgm1ekiyac|dehckqqhp 
e|svJmKRLDLDAt8lCl|kSIVVFP^DVRTLDD--RKSIDLLBSRIYAs|dEYCRQKHP 
EpVAÍÇMREMKMDKT^LGC^RSVILFNtíEVRGLKS--AQEVELLfeKVYAAÍJEEYTRTTHP 
e|vS|MREMKMDRt|lGc|rS IILEWEVRGLKS - -1 QEVTLLgEKI YGAgEGYCRVAWP 
eÍvn|mkemkmdkt|lgc1raiilyHtcrgiks—vqeveml|ekiygv|eeytrtthp 
e|vsÍmrdmqmdktIlgc|raivlfn^dskglsn--paeveal|ekvyas|eayckhkyp 
e1vs|mrdmqmdktÍlgcBraivlfHdskglsn—paevealÍekvyas|eayckhkyp 
elvakmkemkidktelgclrsivlfnpdakglnc--vndveilrekvyaaleeytrttyp 
NjAI^LRMLNLDPVgLGcjKLILLLggDSMTCLNNIRSLIELLgDQVYAGlEYYCNQVWP

Bombyx 
Manduca 
Choristoneura 
Drosophila 
Lucilia 
Aedes 
Chironomus 
Locusta 
Apis 
Tenebrio 
Homo 
Mus 
Celuca 
Schistosoma

geegrfaalllrlpalrJislksfehlylfhlvaegsvssyirdalcnhapp-----
aeegrfaallirSpalrsislkcfehlyffhlvadtsiasyihdalrnhaps-----
NEEbRFASjLLLRLPALR§ISLKSFEHLYFFHLVAEGSISGYIREALRNHAPP------
gdd||faq^BrÍpalrÍislkcqdhlflfritsdrpleelfleqleapppp-----
gddg^faqPliÍriÍpalr^islkcldhlfffrligeraleeliaeqleapic------
sedôéfaqlliíi^palrsislkcldhlnfirllsdkhldsfivemldmpi------
NEDGFSFAQLLpRÜPALRSISLKCLDHLFYFQLIDDKNVENSVIEEFHKLN--------
dep^fak||KrIpslrÍiglkclehlfffrligdvpidtflmemlespsds-----
ddagrfakmirçpaij^iglkcleylfffkmigdvpiddflvemlesrsdp-----
NEPp^FAKpLLRLPALRglGLKCSEHLFFFKLIGDVPIDTFLMEMLESPADA------
eqpgjífakllerÍípalrSiglkclehlfffkligdtpidtflmemleaphqm-----
eqpgrfak®|r|palr|iglkclehlfffkligdtpidtflmemleaphqa-----
depgrfaklllr|palrs'iglkcleylflfkligdtpldsylmkmlvdnpntsvtppts

NAPHg^MGRftPJKÜSNFQgVAARIEKLICSNELNNLLNNLESIFSYLSKKKVD------

Figura 2.6.-Alinhamento das sequências aminoacidicas do LBD de Usp/a-RXR de 
insetos, dípteros, lepidópteros, vertebrados e platelminto. Boxes cinzas indicam 
aminoácidos idênticos. *: posição de resíduos que interagem com o 9-c/s AR no a- 
RXR humano. Os nomes científicos completos e os números de acesso no 
GenBank estão na Figura 2.2.
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Schistosoma

-----10.1

Figura 2.7.-Árvores filogenéticas obtidas por UPGMA das seqüências 
aminoacidicas do DBD (A), LBD (B) e da proteína Usp inteira (C). Estas análises 
foram realizadas usando MEGA version 2.1 (Kumar et al., 2001). Os nomes 
científicos completos e os números de acesso no GenBank estão na Figura 2.2.
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Figura 2.8.- Expressão de usp após o tratamento de pupas (Pbm-Pbd) de rainhas e 
operárias de Apis mellifera com HJ (1Opg). A) Exemplo de análise por RT- 
PCRISouthern blot. 28S: bandas em géis de agarose corados com brometo de 
etidio correspondentes ao produto de amplificação do rDNA de 28S utilizado como 
controle. Números indicam horas após tratamento. B) Representação gráfica dos 
valores densitométricos correspondentes às bandas de usp de dois experimentos.
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Figura 2.9.- Resposta na expressão de usp de pupas de operárias de Apis mellifera 
após o tratamento (2,5, 12 e 24h) comIOpg de HJ. A) Exemplo de análise por RT- 
PCR/Southern blot. 28S: bandas em géis de agarose corados com brometo de 
etidio correspondentes ao produto de amplificação do rDNA de 28S utilizado como 
controle. Duração de tratamentos em horas. B) Representação gráfica dos valores 
densitométricos correspondentes às bandas de usp de dois experimentos. Todas 
as amostras foram tomadas de pupas Pbm-Pbd.
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KD C2C1

21,37(11,4) 365,79(58,2) 61,67(25,9)

0,484(0,02) 0,637(0,03)

0,649(0,02)0,449(0,03)0,669(0,04)

0,439(0,02)

/3actin

0,343(0,03) 0,387(0,002) 0,321(0,003)

Figura 2.10.- Resumo esquemático dos resultados do experimento de knock-down 
de vg. O tamanho das barras é arbitrário. Os valores embaixo de cada barra 
correspondem à media de 2-4 medições (entre parêntesis: erro padrão). Os valores 
de expressão gênica estão representados por unidades densitométricas 
correspondentes a bandas de amplificação por RT-PCR semiquantitativa do 
respectivo cDNA (experimentos independentes). Os títulos de HJ estão em pg///l. 
C1 e C2=controles; KD=knock-down. vg: P=<0.001; HJ: P=0.02 ; usp: P=0.007 ; ftz- 
f1: P=0.004 test-t.
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Figura 2.11.- Resposta na expressão de usp de pupas (Pbl) de fêmeas de Apis 
mellifera logo após o tratamento (1,5h) com 5pg de 20E. A) Rainhas, B) Operárias. 
Representação gráfica dos valores densitométricos correspondentes às bandas de 
usp de dois experimentos.
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Figura 2.12.- Resposta na expressão de usp de pupas de operárias de Apis 
mellifera após o tratamento (1,5, 24 e 48h) com 5pg de 20E. A) Exemplo de análise 
por RT-PCR/Southern blot. 28S: bandas em géis de agarose corados com brometo 
de etidio correspondentes ao produto de amplificação do rDNA de 28S utilizado 
como controle. C: Controle, 20E: Tratado com 20E. B) Representação gráfica dos 
valores densitométricos correspondentes às bandas de usp de dois experimentos. 
Todas as injeções foram feitas em pupas Pb-Pbl.
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2.3.-Discussão

2.3.1.-  Organização estrutural e filogenia molecular funcional do Usp de 

Apis mellifera (AmUsp)

O alto grau de identidade do AmUsp com os ortólogos de outras espécies 

animais e a organização protéica determinada por análises in silico indicam que 

AmUsp é um membro da superfamília de receptores nucleares, especificamente um 

ortólogo do RXR de vertebrados (Evans, 1988; Henrich & Brown, 1995; Riddiford et 

al., 2000).

Assim como em outras espécies de insetos, em Apis mellifera, um gene de 

cópia simples dá origem a mais de um transcrito. As duas bandas de hibridação 

observadas em amostras provenientes de cabeças de operárias e a banda simples 

detectada em amostras de abdomes sugerem um padrão de expressão diferencial 

nestes órgãos, resultando, provavelmente, do processamento alternativo do 

transcrito original (análises in silico preliminares indicam que o mRNA de 4kb 

estudado encontra-se espalhado por aproximadamente 15kb de DNA genômico). 

Em Aedes aegypti (Kapitskaya et al., 1996), Manduca sexta (Jindra et al., 1997; 

Asahina et al., 1997) e Chironomus tentans (Vogtli et al., 1999), processamentos 

alternativos produzem isoformas de Usp que diferem na seqüência da região N- 

terminal do domínio A/B. Em Bombyx mori, porém, um polipeptídio único é 

produzido apesar de ocorrer múltiplos transcritos que diferem na região não 

traduzida (Tzertzinis et al., 1994).

Ao contrário do seu homólogo em vertebrados, RXR, não se tinha ainda 

descoberto um ligande para Usp, e este era considerado um receptor nuclear órfão. 

Ademais, experimentos de difração de raios X e modelagem molecular de Usp/RXR 

sugeriam um LBD de Usp de dípteros e lepidópteros incapaz de atuar mediante 

ligande, por possuir sequências conservadas (sendo FLRVGP a maior) que 

determinariam uma conformação “antagônica” bastante forte (prevenindo a união 
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de co-ativadores), caso em que a união de ligande não faria sentido (Clayton et al., 

2001; Billas et al., 2001).

Porém, Usp de Apis mellifera possui algumas características que podem 

permitir atividades dependentes de união de ligande. Em primeiro lugar, sua 

seqüência é muito similar ao RXR de vertebrados, o qual liga 9-c/s ácido retinoico 

(Mangelsdorf et al., 1992; Chambon, 1996), uma molécula com parecido estrutural 

com o HJ. Esta semelhança se reflete na topologia das árvores obtidas a partir da 

análise do LBD ou da proteína inteira do AmUsp. Em ambos casos Amllsp forma 

um claster com os Usp de Locusta, Tenebrio, Celuca e os RXRs de Homo sapiens 

e Mus musculus. Estas espécies formam claramente um grupo separado, apesar 

da distância filogenética existente entre artrópodos e vertebrados. Ademais, o 

AmUsp possui 19 dos 22 aminoácidos presentes no RXRa humano que conferem 

capacidade de ligar 9-c/s ácido retinóico (Bourguet et al., 1995; Sasorith et al., 

2002), sendo os três restantes substituições conservadas. Finalmente, Usp de Apis 

mellifera possui a seqüência consenso FLMEMLE, denominada função de ativação 

2 (AF-2; Danielian et al., 1992; Durand et al., 1994; Bourguet et al., 1995). Em 

receptores nucleares dependentes de ligande, esta seqüência constitui o sítio de 

união de moléculas co-reguladoras que possuem o domínio LxxLL (Danielian et al., 

1992; Durand et al., 1994; em Glass & Rosenfeld, 2000).

A confirmação relativamente recente de que Usp, pelo menos de Drosophila, 

e tal vez de Heliothis vlrescens (com os quais se fizeram estudos de cristalografia e 

modelagem), liga HJ-III, após o que homodimeriza e muda a sua conformação 

ganhando função de ativador transcricional (Jones & Sharp, 1997; Jones & Jones, 

2000; Jones et al., 2001; Xu et al., 2002; Sasorith et al., 2002), levanta dúvidas 

sobre o significado da semelhança nas seqüências do LBD dentro do “grupo” de 

Apis. Se este grupo possui também como receptor de HJ a Usp, qual é o 

significado da semelhança estrutural? Uma explicação plausível seria a existência 
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de mais de um ligande, cada um com diferentes afinidades pela sua proteína de 

união. Neste modelo Usp atuaria como uma proteína multifuncional, dependente de 

contexto e de tipo de ligande. Um estudo relativamente recente feito com o LBD do 

RXRa humano revelou que este fator de transcrição liga de maneira específica dois 

compostos não relacionados quimicamente, o ácido deca-hexanóico, presente em 

células de mamíferos e recentemente identificado como um potencial ligande 

endógeno do RXR em cérebros de camundongos, e o ligande sintético BMS 649. 

Em ambos casos, os LBD-RXRs homodimerizam e exibem uma conformação ativa 

previamente observada com 9-c/s-AR (Egea et al., 2002). Ademais, estudos 

cristalográficos levados a cabo com o Usp de Drosohila melanogaster e Heliothis 

virescens sugerem a possibilidade de que este fator de transcrição possa ligar 

moléculas lipídicas como el diacilglicerol e vários fosfolipídios (Clayton et al., 2001; 

Billas et al., 2001), além de ligar HJ (Jones & Sharp, 1997; Jones & Jones, 2000; 

Jones et al., 2001; Xu et al., 2002). Assim, o grupo ApLoTe podería não somente 

compartilhar um ligande (por exemplo o HJ) com o resto de artrópodos, mas 

também poderia possuir mais de um ligande, cada um com seu respectivo nível de 

afinidade. Estes ligandes poderíam ser, por exemplo, metabólitos do HJ-III, a única 

forma de HJ conhecida em Apis mellifera (Hagenguth & Rembold, 1978). Existem 

vários destes metabólitos e precursores, tais como o farnesol, o ácido farnesóico, o 

metil-farnesoato e o ácido do HJ. Este último composto (e não o HJ) tem sido 

demonstrado possuir função hormonal na indução de competência para a 

transcrição de vg durante o desenvolvimento pós-embrionário de Manduca sexta 

(Ismail et al., 1998).

Ademais, uma nova forma de Usp tem sido recentemente descoberta em 

Locusta migratória. Esta é caracterizada por um número aumentado de 

aminoácidos na região das hélices 2 e 3 do LBD (Hayward et al., 2003). Esta 

“inserção” localiza o Usp de Locusta mais perto do de Apis e do RXR humano. De 
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acordo com os autores, esta característica faz da isoforma maior do Usp (em vez 

da menor) de Locusta migratória uma boa candidata para possuir atividade 

dependente de ligande.

A existência de ligande(s) para RXRs e para Usp em alguns dípteros e para o 

grupo ApLoTe sugere um surgimento evolutivo independente em diferentes grupos 

de animais da capacidade de unir ligande deste fator de transcrição. Porém, o 

descobrimento de que o RXR de Tripedalia cystophora (um cnidário) liga 9-c/s AR 

(Kostrouch et al., 1998) sugere que esta relação entre proteína e ligande surgiu 

evolutivamente cedo e que pode ter sido perdida em alguns grupos. A outra 

possibilidade é simplesmente nossa ignorância sobre a existência de ligandes nos 

restantes grupos animais.

2.3.2.-Amusp  não parece responder a ecdisona exógena

Em nossos experimentos não observamos um aumento na expressão de usp 

depois do tratamento com ecdisona, mas pelo contrário, observamos uma redução 

na expressão de usp depois de 24h. Efeitos similares da ação de ecdisteróides na 

expressão de usp foram observados em Cydia pomonella. A expressão de usp nos 

corpos gordurosos (mas não nos ovários) foi dramaticamente inibida pelo 

tebufenozide e pelo metoxifenozide depois de 24h de exposição (Sun et al., 2003). 

Uma expressão constitutiva (independente dos títulos de 20E) de usp foi também 

relatada por Matsuoka & Fujiwara (2000). Estes autores observaram que tanto os 

discos imaginais de Bombyx mori deficientes para fl (mutante para formação de 

asa) quanto os normais respondiam de maneira semelhante a variações de 

concentração de 20E em cultivos in vitro destes órgãos.

Na epiderme abdominal de Manduca sexta, o perfil de Usp-2 durante os 

últimos estágios larvais semelha o dos ecdisteróides, e sua expressão é aumentada 

por estes hormônios. Porém, Usp-1 não responde a ecdisteróides, mas sim ao HJ, 
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cujo perfil é semelhante ao da expressão de Usp-1 na maior parte do 

desenvolvimento larval (ver Hiruma et al., 1999). Assim, parecem existir diferenças 

nas respostas a hormônios entre diferentes isoformas de um mesmo fator de 

transcrição. Estes resultados sugerem que a expressão de Amusp (pelo menos a 

isoforma estudada) não é ativada por ecdisteróides.

2.3.3.-A  expressão de usp de Apis mellifera é promovida por HJ

Além da sua organização estrutural, outras evidências sugerem que o Usp de 

Apis mellifera pode ligar HJ (ou um metabólito) e que sua expressão pode ser 

modulada pelos títulos deste hormônio. Primeiramente, a expressão de usp 

aumenta quando pupas de ambas castas são submetidas a HJ exógeno. Ademais, 

animais com títulos endógenos altos deste hormônio (knock-down para vg) 

possuem altos níveis de expressão de usp. Esta última evidência elimina também 

uma eventual ação não fisiológica da quantidade de HJ aplicada In vivo nestes 

animais (Barchuk et al., 2002). Estes resultados sugerem que Usp de Apis mellifera 

pode possuir funções dependentes de ligande e indicam o gene usp como um 

membro primário na cascata de expressão gênica promovida pelo HJ. Resultados 

semelhantes foram obtidos por Chung et al. (1998) que aplicaram ácido retinóico ao 

caranguejo Celuca pugilator (cujo RXR é muito similar ao ortólogo dos membros do 

grupo ApLoTe). Estes autores encontraram que a expressão de CpRXR era 

significativamente maior em animais submersos em água de mar com alI-trans-AR 

quando comparada com os animais controle. Ademais, alI-trans-AR é capaz de 

induzir a expressão de seus receptores RXR e RAR em embriões de camundongo 

e em várias linhas celulares (Jiang et al., 1994; Copper et al., 1997; Gianini et al., 

1997).



3. ultraspiracle no desenvolvimento 
pós-embrionário tardio de Apis 

mellifera
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3.1.-Introdução

A capacidade reprodutiva é uma das características diferenciais entre as 

castas de insetos sociais (Wilson, 1971), e a vitelogenina, o principal componente 

do ovo, possui, em Apis mellifera, perfis e timing de início de expressão casta- 

específicos (Engels et al., 1990; Barchuk et al., 2002; Piulachs et al., 2003). O 

início da expressão de vg em Apis mellifera acontece ainda durante o 

desenvolvimento pós-embrionário. Recentes trabalhos identificaram transcritos 

deste gene durante a maior parte do desenvolvimento larval e no final do 

desenvolvimento pupal de operárias (Barchuk et al., 2002; Piulachs et al., 2003; K. 

Guidugli, com. pessoal). Interessantemente, os ambientes hormonais destes dois 

períodos são equivalentes, estando caracterizados por títulos relativamente altos de 

hormônio juvenil (HJ) e baixas concentrações de ecdisteróides (ver Hartfelder & 

Engels, 1998). Experimentos de aplicação de hormônios durante o 

desenvolvimento pupal de rainhas e operárias mostraram a ação promotora do HJ 

na expressão de vg no final deste período e a ação inibitória dos ecdisteróides 

(Barchuk et al., 2002). Juntos, estes resultados sugerem a participação do HJ na 

regulação da expressão desta proteína.

Outro processo que em Apis mellifera acontece durante o período pupal e que 

também parece depender de um ambiente hormonal com decrescentes títulos de 

ecdisteróides é a melanização cuticular (Zufelato et al., 2000). Apesar de se poder 

observar expressão do gene da pro-fenoloxidase (proPo, precursor da enzima que 

participa na síntese de melanina) durante todo o período pupal, esta expressão é 

bem mais intensa no final deste período, quando os títulos de ecdisteróides nestes 

insetos são relativamente baixos e os do HJ começam a experimentar um leve 

aumento (Lourenço et al., 2004; Rembold, 1987). Ademais, títulos artificialmente 

aumentados de HJ durante o desenvolvimento pupal levam a um adiantamento no 

início do processo de pigmentação cuticular (Bitondi et al., 1998; Zufelato et al., 
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2000). Assim, a transcrição de ambos genes (vg e proPo) parece acontecer em 

situações semelhantes e responder aos mesmos fatores.

A proteína Usp tem sido considerada normalmente como parceira de EcR na 

formação do complexo receptor de ecdisona (Oro et al., 1990; Koelle et al., 1991; 

Yao et al., 1992; Yao et al., 1993; Swevers et al., 1996). Mas, muito provavelmente, 

sua função não deve ser tão restrita, se considerarmos que fatores de transcrição 

usualmente interagem com muitos outros, com a adicional participação de co- 

reguladores (Jones, 1995; Glass & Rosenfeld, 2000; Lee et al., 2001; Levine & 

Tjian, 2003). Ressaltando ainda que, em Apis mellifera e outros insetos, como 

Aedes aegypti (Kapitskaya et al., 1996), Manduca sexta (Jindra et al., 1997; 

Asahina et al., 1997) e Chironomus tentans (Vogtli et al., 1999), usp se expressa 

em mais de uma isoforma . Neste sentido, nossos anteriores resultados mostraram 

que o HJ promove um rápido acúmulo do transcrito de usp tanto em pupas de 

rainhas quanto de operárias e que as duas isoformas se expressam 

diferencialmente no corpo do animal. Ainda, a análise da organização 

aminoacídica de Usp sugere uma eventual capacidade de unir ligande (Capítulo 2). 

Assim, o HJ participaria no controle da expressão de vg e da proPo, através da 

mediação da proteína Usp. Um primeiro passo na compreensão deste processo 

seria a análise da expressão de usp durante o período de expressão dos genes 

alvo (vg, proPo), e, eventualmente, a avaliação de sua participação no controle da 

expressão destes genes. Por outro lado, são poucos os dados disponíveis sobre o 

papel de Usp durante o desenvolvimento pupal. Por isso, decidimos:

• Determinar o perfil de expressão de usp no corpo gorduroso (responsável 

pela síntese de Vg) durante o desenvolvimento pós-embrionário tardio de 

fêmeas.

Identificar potenciais genes alvo de Usp no desenvolvimento pupal.
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3.2.-Resultados

3.2.1.-A expressão de usp em pupas de fêmeas e adultas jovens

3.2.1.1.-0  perfil de expressão do mRNA de usp no corpo gorduroso (CG) 

pupal

Para determinar o perfil de expressão de usp obtivemos cDNA de fita simples 

a partir do RNA total do corpo gorduroso de todos os estágios pupais de rainhas e 

operárias. Sobre estes cDNAs aplicamos PCR semiquantitativa com primers 

específicos para uma região localizada perto do extremo 5’ de Usp de rainhas. 

Estes produtos foram submetidos a Southern blot e identificados mediante o uso de 

uma sonda específica de 544pb.

Nestes experimentos foi observado que os maiores níveis de expressão do 

mRNA de usp em operárias acontecem no início do período pupal (Pw), diminuindo 

sensivelmente até Pha (próximo à emergência), e evidenciando um claro pico em 

Pbm (Figura 3.1). Os níveis de expressão de usp em rainhas parecem ser basais 

na maior parte do período pupal, excetuando os últimos estágios, quando se tornam 

semelhantes aos níveis presentes em operárias. Os valores de expressão 

encontrados no início do período em rainhas foram bastante variáveis (ver Figura 

3.1), pelo que a aparente diferença em relação aos observados em operárias deve 

ser considerada cuidadosamente.

3.2.1.2.-A expressão de usp no CG de fêmeas de 0-10 dias de idade 

adulta

Os títulos de HJ aumentam sensivelmente desde níveis basais no final do 

período pupal até um pico ao redor do 3o dia após a emergência do adulto em 

operárias de Apis mellifera. A partir deste pico, os títulos começam a diminuir para 

se tornar novamente basais até aproximadamente o 10° dia (desde quando os 

títulos de HJ aumentam consideravelmente). Simultaneamente ao aumento nos 

níveis de HJ durante os primeiros dias após a emergência acontece também, e até 
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um pouco além do 10° dia, um aumento claro nos níveis hemolinfáticos de Vg. Se 

Usp nestes insetos media as ações do HJ, nós poderiamos esperar um aumento 

semelhante nos seus níveis durante o mesmo período, e isto poderia sugerir sua 

participação na promoção da expressão de vg, expressão que está controlada por 

HJ (Barchuk et al., 2002). Para avaliar os níveis de usp em abelhas jovens nós 

levamos a cabo experimentos de RT-PCR seguido de Southern blot com amostras 

de RNA total de CG de abelhas de 0 a 10 dias. A Figura 3.3 mostra os resultados 

destes experimentos. Em A), exemplos de Southern blots feitos com amostras de 

rainhas e operárias, e em B), um gráfico construído com os valores densitométricos 

obtidos a partir das bandas amplificação do mRNA de usp de dois experimentos. 

Pode-se observar que os perfis de expressão de usp em ambas castas são 

semelhantes, diferenciando-se no momento em que ambas evidenciam um leve 

aumento. As rainhas mostram este pico já no 2o dia de vida, enquanto que as 

operárias o fazem ao redor do 4° dia de vida adulta.
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Rainhas
Operárias

Desenvolvimento pupal

Figura 3.1.- Perfil de expressão de usp durante o desenvolvimento pupal de 
fêmeas Apis mellifera. Representação gráfica dos valores densitométricos 
correspondentes às bandas de amplificação por RT-PCR/Southern blot do mRNA 
de usp de corpo gorduroso de rainhas e operárias (valores de pelo menos dois 
experimentos, normalizados pelos níveis de fiactina). Pw:pupa de olho branco, 
cutícula não pigmentada; Pp:pupa de olho rosa, cutícula não pigmentada; Pb:pupa 
de olho marrom, cutícula não pigmentada; Pbkpupa de olho marrom, tórax 
levemente pigmentado; Pbm:pupa de olho marrom, tórax medianamente 
pigmentado; Pbd: pupa de olho marrom, tórax fortemente pigmentado; Pha:farato 
adulto.
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Figura 3.2.- Títulos de ecdisteróides hemolinfáticos no desenvolvimento pupal de 
rainhas e operárias de Apis mellifera (Pinto et al., 2002).
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Operárias
28S..**Mt *MMM* *■ ---—

A)

Figura 3.3.- Perfil de expressão do mRNA de usp no corpo gorduroso de abelhas 
Apis mellifera jovens. A) Exemplos de Rf-PCRISouthern blot. 28S: bandas em géis 
de agarose corados com brometo de etidio correspondentes ao produto de 
amplificação do rDNA de 28S utilizado como controle. B) Representação gráfica 
dos valores densitométricos correspondentes às bandas de amplificação do mRNA 
de usp de dois experimentos.
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3.2.2.-Fenótipo  de pupas de abelhas knock-down para usp

Após serem sugeridos como abordagens adequadas para o estudo de certos 

problemas em insetos (Misquitta & Paterson, 1999; ver também Hannon, 2002), o 

fenômeno de interferência por dsRNA e a possibilidade de sua utilização em Apis 

mellifera foram demonstrados por Beye et al. (2002) e Amdam et al. (2003). Nesse 

trabalho, utilizamos RNA dupla fita com o objetivo de obter pupas de operárias 

knock-down para usp (da isoforma cuja seqüência conhecemos), e desta maneira 

avaliar o papel deste fator de transcrição no desenvolvimento pupal destas abelhas, 

especificamente, sua participação no controle da expressão de vg e de proPo ao 

final do período pupal (Barchuk et al., 2002; Piulachs et al., 2003; Lourenço et al., 

2004).

Injetamos em operárias Pw (ver Tabela 5.1) 5pg de dsRNA correspondente a 

606pb da região 3’ do cDNA de rainhas (AY273778), que inclui a última parte do 

LBD e a primeira parte da região não traduzida. Seguimos o desenvolvimento 

destas pupas até as controle estivessem prestes para a emergência (Pha). Nós 

utilizamos dois grupos controle: Um formado por pupas que receberam injeções de 

volumes equivalentes de água autoclavada, e o outro, por pupas que foram 

mantidas sem tratamento algum (não foram encontradas diferenças entre estes 

dois tipos de controle). A consequência mais evidente da diminuição da presença 

do transcrito de usp foi um atraso no desenvolvimento pupal (Figura 3.4 e 3.5). Isto 

pode ser observado fundamentalmente pelo grau de pigmentação corporal (na 

maior parte do período) e pelo desenvolvimento de estruturas como asas e cerdas 

(final do período pupal). Enquanto as pupas controle alcançavam o estágio de Pb, 

as injetadas com dsRNA de usp se encontravam em Pp (Figura 3.4 A1-A3). Esta 

situação continuou até as controle alcançarem o estágio de Pha, momento em que 

as KDusp se encontravam em Pbm-Pbd (Figura 3.4 C1-C3). Uma característica 

molecular considerada para a avaliação do grau de desenvolvimento foi a atividade 

da esterase 2a (Figura 3.5). Esta atividade pode ser normalmente encontrada 
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desde o início do 5o estágio larval até o estágio de Pbm de operárias (Figueiredo et 

al., 1996). Já nos estágios Pbd e Pha esta atividade não é encontrada. Em nossos 

experimentos, as abelhas controle não apresentaram atividade da esterase 2a 

enquanto as KDusp evidenciaram nítidas bandas (Figura 3.5).

Como era de interesse conhecer o efeito da diminuição da expressão de usp 

no inicio da expressão de vg no final do período pupal (Barchuk et al., 2002; 

Piulachs et al., 2003), tomamos amostras de RNA quando as pupas controle 

estavam em Pbd-Pha. Estes RNAs serviram como molde para a síntese de cDNAs, 

com os quais realizamos PCR semiquantitativas. Um resumo deste experimento 

encontra-se na Figura 3.6. O gráfico desta figura mostra os níveis relativos de 

expressão gênica entre as abelhas injetadas com dsRNA para usp e as controle 

sem tratamento (não foram incluídas nestas análises as abelhas controle que 

tinham sido injetadas com água). Como se pode ver, a expressão de usp caiu 

aproximadamente pela metade nas abelhas tratadas, mostrando assim uma 

diminuição de níveis de transcrito (knock-down) e não sua completa desaparição.

A diminuição dos níveis de transcrição de usp se relaciona com uma 

diminuição significativa (também aproximadamente pela metade dos seus níveis em 

abelhas controle) nos transcritos de ftz-f1 e do gene da esterase do hormônio 

juvenil (e/7j). Já a expressão de vg e do gene da pro-fenoloxidase (proPo) não 

pareceu modificar-se nas abelhas tratadas quando comparadas com o controle, 

apesar de este último transcrito parecer estar menos representado nas abelhas 

KDusp. Os níveis de expressão da fiactina, utilizada como controle, foram 

semelhantes em ambos grupos de abelhas.

De maneira interessante, algumas abelhas KDusp dificilmente conseguiam 

ultrapassar o estágio de Pbm. Ademais, quando as pupas foram injetadas em Pb, 

não observamos diminuição da expressão de usp em amostras tomadas em Pbd- 

Pha (nos mesmos estágios que quando injetamos em Pw; resultado não mostrado).
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Figura 3.4.-Atraso do desenvolvimento pupal de abelhas knock-down para usp. 
ABC-1: Controles sem tratamento; ABC-2: Injetadas com dsRNA para usp\ ABC-3: 
Controles injetadas com H2O. Barras: C3=4mm, outras=2mm
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Figura 3.5.- Persistência da atividade esterase 2a em pupas de operárias Apis 
mellifera KDusp. 1 e 4: esterases que não mostraram alteração na sua atividade em 
abelhas KDusp.

Figura 3.6.-Efeito do knock down de usp sobre a expressão de genes específicos 
de Apis mellifera. Médias e erros padrão em unidades densitométricas (UD). 
Resultados obtidos através de uma série de experimentos independentes. (*) 
amostras com diferenças estatísticas (test-t P>0,001).
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3.3.-Discussão

3.3.1 .-Expressão de usp durante o desenvolvimento pós-embrionário 

tardio

Os perfis de expressão de usp durante o período pupal parecem ser casta- 

específicos, com operárias mostrando níveis mais importantes no início do período 

e um pico em Pbm, contrastando assim com o que acontece em rainhas, onde 

apenas níveis basais de expressão foram detectados. Mas, como os valores 

encontrados no início do desenvolvimento pupal de rainhas apresentaram variações 

significativas, a diferença na expressão de usp durante estes estágios entre ambas 

castas pode ser menos evidente que a observada.

De maneira geral, o perfil de expressão de usp em operárias acompanha a 

modulação dos títulos de ecdisteróides nesta casta (ver Figura 3.2; Pinto et al., 

2002), que diminuem gradativamente desde Pp até o final do desenvolvimento 

pupal. Porém, no início do período (Pw), enquanto os níveis de expressão de usp 

são os mais elevados, os títulos de ecdisteróides são intermédios. O perfil destes 

hormônios em rainhas é semelhante ao encontrado em operárias, diferenciando-se 

nos títulos correspondentes a Pw, que em rainhas é equivalente ao presente em 

operárias Pp. No entanto, os níveis de expressão de usp não parecem seguir os 

títulos de ecdisteróides. Como normalmente a expressão de um receptor nuclear 

durante o desenvolvimento pós-embrionário é estimulada pelo seu ligande (Tata, 

2000), esta situação sugere a existência de um mecanismo complexo de regulação 

da expressão de usp em fêmeas de Apis mellifera. Assim, os níveis altos de 

expressão durante a primeira parte do desenvolvimento pupal de operárias pode 

ser uma resposta aos altos títulos de ecdisteróides. Neste contexto, Usp pode estar 

formando parte do complexo receptor destes hormônios, junto ao EcR 

correspondente. Situação semelhante foi observada em operárias de Mellpona 

scutellaris por R. Paio Mello (com. pessoal), onde os títulos de ecdisteróides e de 
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expressão de usp lembram os correspondentes em operárias de Apis mellifera. 

Neste sentido, experimentos de determinação de perfis de expressão de genes 

correspondentes a receptores nucleares com respostas a ecdisteróides no 

desenvolvimento de Drosophila, demonstraram que apesar de se expressar durante 

todo os períodos estudados, usp o faz de maneira mais intensa logo após picos 

destes hormônios (Sullivan & Thummel, 2003). Isto foi mais claramente observado 

durante o desenvolvimento embrionário e em relação ao primeiro pulso de 20E da 

muda metamórfica. De maneira interessante, o segundo pulso de 20E deste 

estágio não se corresponde a um aumento nos níveis de expressão de usp. O 

tempo que a transcrição de um determinado fator de transcrição dependente de 

hormônios leva para ser ativada depende muito provavelmente do grau de 

intermediação da ação hormonal.

O pico de expressão de usp encontrado na metade da fase de pigmentação 

corporal de operárias tanto de Apis mellifera quanto de Melipona scutellaris não 

pode ser facilmente associado à ação direta dos ecdisteróides. O comportamento 

de usp provavelmente esteja relacionado à ação de outros fatores de transcrição, 

que podem estar participando dos processos que caracterizam esta parte do 

desenvolvimento pupal. Em Pbm-Pbd acontece a maior expressão de pró- 

fenoloxidase (Lourenço et al., 2004) e o início da expressão de vg (Barchuk et al., 

2002; Piulachs et al., 2003), ambos eventos associados a um leve aumento nos 

títulos de HJ (Rembold, 1987). Esta expressão de usp em operárias e a sua 

recuperação nos estágios finais de rainhas podem estar representando uma 

resposta ao incremento nos títulos de HJ. Respostas positivas nos níveis do 

transcrito de usp ao aumento nos títulos de HJ foram demonstradas nos 

experimentos de aplicação deste hormônio apresentados no capítulo anterior (2).

A expressão de usp durante os primeiros dias de vida adulta tanto de rainhas 

quanto de operárias já segue claramente os títulos de HJ na hemolinfa (em Bloch et 
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al., 2002). O aumento de expressão de usp que se inicia em ambas castas no final 

do período pupal se correlaciona com um incremento equivalente nos títulos de HJ, 

situação que continua até os dias 2-3 em rainhas e 3-4 em operárias, onde 

acontecem os maiores níveis de ambos tipos de moléculas. A partir daí, os títulos 

de HJ e os níveis de expressão de usp diminuem gradualmente até 

aproximadamente o dia 10 de vida adulta. Este paralelismo mostra uma resposta 

natural do usp à indução da expressão pelo HJ, demonstrada em experimentos de 

aplicação durante o desenvolvimento pupal. Por outro lado, os títulos dos 

ecdisteróides sofrem uma queda muito importante no primeiro dia de vida após a 

emergência, recuperando-se levemente no segundo dia, mas voltando a cair a 

partir do 4o dia até se tornarem basais, o que continua pelos próximos dez dias de 

vida (Hartfelder et al., 2002). Desta forma, estes hormônios só poderíam estar 

relacionados com o pico antecipado de expressão de usp no segundo dia de vida 

de rainhas.

De maneira interessante, a expressão de vitelogenina aumenta 

significativamente durante os primeiros dias de vida adulta em ambas castas (em 

Engels et al., 1990), processo que tem início no final do período pupal (Barchuk et 

al., 2002; Piulachs et al., 2003). Esta situação poderia estar indicando uma ação do 

HJ sobre a expressão de vg. Experimentos de aplicação de baixas doses de HJ em 

operárias jovens mostraram uma ação positiva deste hormônio sobre a expressão 

de vg. Altas doses, porém, mostraram ter efeito inibidor (Rutz et al., 1976; Pinto et 

al., 2000), sugerindo a existência de um limiar permissivo sobre a expressão de vg . 

Altos títulos de HJ se correlacionam também com níveis baixos de expressão de vg 

em operárias adultas, fase em que desenvolvem atividades fora da colméia (Fluri et 

al., 1982).

Esta relação aparentemente positiva entre títulos de HJ, níveis de expressão 

de usp e de vitelogenina sugere uma eventual participação de Usp na mediação 
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dos efeitos deste hormônio. Porém, os resultados dos experimentos de KDt/sp 

levantam algumas dúvidas.

3.3.2.-A expressão de usp é fundamental para o desenvolvimento pupal 

de Apis mellifera

Nossos resultados obtidos mediante a utilização da técnica de interferência 

por RNA (Fire et al., 1998; Misquitta & Paterson, 1999; Hannon, 2002; 

Gissendanner et al., 2003; Novina & Sharp, 2004) mostram a possibilidade de sua 

utilização para o estudo da modulação da expressão de genes reguladores durante 

o desenvolvimento pupal em Apis mellifera. Os knock down obtidos mostraram não 

ser in-específicos e generalizados, toda vez que o gene controle (fiactina) e o da Vg 

expressaram-se sem alterações e os demais genes estudados mostraram ser 

alterados diferencialmente. A utilização com sucesso desta técnica em abelhas já 

foi reportada por Beye et al. (2002) e Amdam et al. (2003). Os primeiros autores 

demonstraram que a injeção de um fragmento de dsRNA de 300pb incluindo uma 

seqüência conservada é capaz de produzir embriões deficientes para genes 

específicos. Mais recentemente, Amdam et al. (2003) lograram 96% de diminuição 

da expressão de vg em operárias adultas quando injetadas com vgdsmRNA logo 

após o nascimento. Quando a injeção foi feita em embriões, estes autores 

conseguiram 15% de operárias adultas knock down para vg. Estes resultados 

abrem possibilidades de estudo de função gênica em organismos não 

tradicionalmente tidos como modelo de estudo e para os quais não se dispõem 

mutantes específicos.

O atraso no desenvolvimento (avaliado pela pigmentação corporal, formação 

de cerdas e asas e persistência da atividade de esterase 2a) das abelhas knock 

down para usp (KDusp) sugere a sua participação no início dos processos de 

desenvolvimento pupal. Como Usp é considerado constituinte do complexo 
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receptor de ecdisona (Oro et al., 1990; Koelle et al., 1991; Yao et al., 1992; Yao et 

al., 1993), sua deficiência em abelhas Pw (ver Tabela 5.1) não permitiría a 

mediação correta dos processos dependentes deste hormônio. Em Manduca sexta 

e Drosophila melanogaster, a ecdisona durante o período pupal inibe a expressão 

de Broad, evento que permite a concretização da cascata de expressão gênica 

conducente à formação da cutícula e cerdas do animal adulto (Zhou & Riddiford, 

2002). A diminuição da expressão de usp em nossos experimentos pode ser 

responsável por uma eventual impossibilidade de formação do complexo receptor 

de ecdisona, o qual acarretaria uma liberação da expressão de Broad, induzindo o 

programa de formação de cutícula pupal, em lugar da adulta. Outra possibilidade 

seria uma deficiência na formação de heterodimeros junto ao eventual parceiro 

HR38 (Sutherland et al., 1995), um de cujos mutantes, em Drosophila, está 

associado a problemas na formação da cutícula adulta (Kozlova et al, 1998). A 

associação entre deficiência de usp e problemas no desenvolvimento cuticular de 

Drosophila melanogaster foi demonstrada há duas décadas por Perrimon et al. 

(1985). Além disto, os autores encontraram em moscas mutantes para usp um 

número extra de espiráculos na região posterior do abdome, alteração que teve 

consequências históricas para o conhecimento deste gene.

No contexto que acabamos de discutir, a não alteração dos níveis de 

expressão de vg em abelhas KDt/sp foi duplamente surpreendente. Nem o atraso 

no desenvolvimento nem a diminuição da expressão de usp, potencial participante 

no controle de sua expressão, determinaram alterações nos níveis do seu 

transcrito. Assim, a indução da expressão de vg pelo HJ nos últimos estágios do 

desenvolvimento pupal (Barchuk et ai., 2002) parece acontecer independentemente 

de Usp ou mediante vias redundantes. Estes resultados contrastam com os obtidos 

em dípteros sobre o mecanismo regulador da expressão de proteínas vitelogênicas, 

onde Usp aparece como um componente essencial. Em Drosophila melanogaster, 
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a expressão destas proteínas depende de fatores hormonais (20E e HJ) e 

nutricionais (Bownes, 1994; Bownes et al., 1996). No mosquito Aedes aegypti, 20E 

exerce sua ação indutora da expressão de vg mediante a participação do complexo 

EcR/Usp e da isoforma B do E74 (Martin et al., 2001; Zhu et al., 2003; Sun et al., 

2004), e da indução de competência provida pelo HJ III. Mais ainda, este hormônio 

parece atuar aumentando a expressão de /3ftz-f1 (Zhu et al., 2003), o qual é um 

fator de competência na cascata de reações promovida por ecdisteróides (Lavorgna 

et al., 1993; Broadus et al., 1999). Assim, nossos resultados mostram que para 

compreender o mecanismo molecular do controle hormonal da expressão de vg se 

necessitam estudos de organização e regulação do gene da vg de Apis mellifera.

De maneira interessante, um gene que mostrou diminuir sua expressão em 

pupas KDusp foi ftz-f1 (um receptor nuclear órfão, R. Maleszka, BI946427 e com. 

pessoal), indicando a participação de Usp no controle de sua expressão. Isto 

provavelmente ocorra de uma maneira indireta ou ainda não conhecida, 

considerando que a expressão de /3ftz-f1 em Drosophila melanogaster é induzida 

por DHR3, outro receptor nuclear que possui atividade dependente de ecdisona e 

cuja transcrição é promovida pelo complexo EcR/Usp (Thummel, 1996; Kageyama 

et al., 1997; Thummel, 2001a). Por outro lado, os resultados do experimento de 

KDvg (Figura 2.10), mostraram que o aumento dos títulos de HJ se correlaciona 

com um aumento nos níveis de expressão de usp e uma queda nos níveis de 

expressão de ftz-f1. Indicaria isto uma eventual participação ativa de Usp na 

regulação negativa da expressão de ftz-f1 em abelhas adultas? Um caso 

semelhante se pode observar na metamorfose de Drosophila, onde é necessária 

uma expressão transitória de ftz-f1 induzida por DHR3, o que permite a expressão 

correta de genes induzidos pelo segundo pico de ecdisona e determinantes -por 

exemplo- da morte celular das glândulas salivares durante a pré-pupa tardia. Esta 

janela de expressão de ftz-f1 é possibilitada pela ação repressiva sobre este gene 
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por parte do complexo receptor de ecdisona (Thummel, 2001a), do qual Usp é 

parte. Esta contradição no modo de ação de Usp sobre ftz-f1 pode ser apenas 

aparente. Em primeiro lugar, os experimentos de KDusp foram realizados em 

abelhas em desenvolvimento (período pupal) e nos de KDvg foram realizados com 

operárias adultas. Eventuais alterações durante o desenvolvimento nos fatores 

participantes na regulação da expressão gênica podem ser responsáveis por esta 

discrepância. Outra possibilidade, não mencionada até o momento, é a decorrente 

da existência de duas isoformas de usp em Apis mellifera (Figura 2.3). Assim, a 

isoforma cuja expressão é aumentada nas abelhas adultas KDvg pode não ser a 

mesma que a isoforma que é controlada positiva e “diretamente” pelo Usp durante o 

desenvolvimento pupal. A regulação diferencial da expressão de ftz-f1 por usp e 

uma eventual impossibilidade de discernir as isoformas deste último gene podem, 

assim, estar por atrás da aparente discrepância na ação de usp sobre a expressão 

de ftz-f1. Estudos adicionais da organização gênica de usp são necessários para 

resolver esta situação.

Outro gene que diminuiu sua expressão nas operárias KDusp codifica uma 

esterase do HJ (ehj). A esterase do HJ encontra-se envolvida na degradação do 

HJ e assim, participa indiretamente na regulação de processos de desenvolvimento 

dependentes deste hormônio. A sequência de cDNA desta enzima foi 

recentemente determinada para Apis mellifera (A. Mackert, com. pessoal). O gene 

da ehj de Choristoneura fumiferana possui um elemento de resposta de 30pb que 

inclui duas repetições diretas separadas por 4 nucleotidios, semelhante ao putativo 

elemento de resposta a HJ (Kethidi et al., 2004). Este elemento de resposta media 

a ação indutora e a repressora da transcrição da luciferase por parte do HJ-I e da 

20E, respectivamente. Elementos semelhantes (DR4) parecem ser capazes de 

ligar o complexo EcR/Usp em Aedes aegypti (Wang et al, 1998). Se Usp media a 

ação do HJ (direta ou indiretamente, Capítulo 2), a diminuição da expressão de ehj 
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em abelhas KDt/sp estaria indicando uma eventual participação de Usp na 

regulação da expressão de ehj.

A expressão de proPo (pro-fenoloxidase) foi também diminuída nas pupas de 

abelhas KDusp, mas de maneira menos evidente, encontrando-se este efeito só 

naqueles animais com maiores graus de knock down de usp. A pro-fenoloxidase é 

a precursora da enzima que participa na via de síntese de melanina e possui um 

papel importante no sistema de defesa imune dos insetos (em Lourenço et al., 

2004). Como o seu gene parece estar sob controle de ecdisteróides (M. Zufelato, 

com. pessoal), sua expressão atenuada nas pupas KDt/sp sugere que a isoforma 

de usp estudada nestes experimentos possa estar participando na mediação da 

ação destes hormônios. O gene proPo 1 do vetor da malaria Anopheles gambiae 

também responde a ecdisteróides, tendo sua expressão aumentada por 20E em 

células em cultivo (Müller et al., 1999; Ahmed et al., 1999). Estes resultados, além 

de confirmar a ação indutora dos ecdisteróides sobre a expressão de proPo em 

Apis mellifera (mostrada mediante experimentos de injeção por M. Zufelato, com. 

pessoal), sugerem a desvinculação deste processo, ao de pigmentação, que 

depende de níveis decrescentes de ecdisteróides num ambiente com títulos de HJ 

em aumento (Zufelato et al., 2000). Porém, a ação positiva observada por Zufelato 

dos ecdisteróides sobre a expressão de proPo deve ser indireta, uma vez que o 

aumento nos níveis de transcrito foram detectados aproximadamente 48h após o 

tratamento. Ademais, uma ação direta dos ecdisteróides sobre a expressão de 

proPo não explicaria os altíssimos níveis de transcrito deste gene encontrados 

desde o estágio pupal Pbd até os 20 dias de vida adulta, período caracterizado por 

baixos títulos destes hormônios e relativamente altos títulos de HJ (Lourenço et al., 

2004; Rembold, 1987; Bloch et al., 2002). Assim, uma outra possibilidade seria a 

de Usp participar na regulação da expressão de proPo, no período mencionado 

acima, mediando a ação do HJ (lembrando que a diminuição da expressão de 
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proPo em pupas KDt/sp foi detectada justamente neste período, Pbd). O acúmulo 

do transcrito de proPo 48h após do tratamento com ecdisona (M. Zufelato, com. 

pessoal) seria um efeito indireto e dependente de contexto. De qualquer maneira, 

estas dúvidas também requerem de esforços relativos ao estudo da organização 

gênica, especificamente de regiões reguladoras da expressão do proPo destas 

abelhas.

Resumindo, as alterações de expressão gênica detectadas nas abelhas 

KDusp possuem sua correspondência nos fenótipos externos observados durante o 

desenvolvimento pupal das abelhas. Estas alterações morfológicas são explicadas 

se consideramos que a diminuição da expressão de usp trouxe uma atenuação 

equivalente na atividade de outros genes com função reguladora [ftz-f1 e ehj) e 

uma queda de sua participação direta em certos processos do desenvolvimento 

pupal. De maneira interessante, parece haver diferenças nos graus de 

sensibilidade nos genes estudados à diminuição da presença de transcritos de usp. 

ftz-f1 e ehj apresentaram uma maior diminuição na sua expressão do que proPo, 

que foi atenuado só nas abelhas com alto grau de KDusp (não mostrado).



4. Expressão de ultraspiracle e 
desenvolvimento ovariano em 

castas de Apis mellifera
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4.1.-Introdução

Como amplamente conhecido em Apis mellifera, diferenças nutricionais 

durante o período larval (ver em Beetsma, 1979; Jung-Hoffmann, 1966) induzem 

um alto nível de síntese de HJ pelos corpora allata das futuras rainhas, o qual 

conduz a diferenças em tamanho e peso das fêmeas e ao desenvolvimento 

diferencial de órgãos chave nas atividades casta-específicas destes insetos (ver 

Michener, 1974; Engels & Imperatriz-Fonseca, 1990). Um destes órgãos, o ovário, 

é o responsável pela característica fundamental que determina a diferenciação de 

castas, o trabalho reprodutivo (ver Figura 4.1).

O ovário é uma estrutura modular que em rainhas adultas é normalmente 

formada por 150-200 unidades funcionais, os ovaríolos. Já as operárias adultas, 

que normalmente não produzem ovos, apresentam ovários com 2-10 ovaríolos 

(Zander et al., 1916; ver também Engels et al., 1990). O estabelecimento do 

número final de ovaríolos acontece após o início do 4o instar larval, já que até aí o 

número de primórdios de ovaríolos em ambas castas é de aproximadamente 150- 

180. Mas apesar desta diferenciação morfológica acontecer relativamente tarde no 

desenvolvimento larval, os níveis favoráveis de HJ às futuras rainhas encontram-se 

já no primeiro instar larval, estendendo-se até o início do 5° instar (ver Hartfelder & 

Engels, 1998). O HJ, de fato, cumpre um papel importante na definição deste 

polimorfismo. Schmidt Capella & Hartfelder (1998, 2002) mostraram que títulos 

altos de HJ estão associados à prevenção da morte celular programada e a 

proliferação celular no 5o estágio larval de ovários de rainhas.

Em díperos existe um exemplo interessante da participação de usp na 

diferenciação de ovários, que mostra, ademais, uma clara conexão entre a 

qualidade da nutrição larval, a expressão de usp e o desenvolvimento deste órgão. 

Em larvas de Heteropeza pygmaea e Mycophila speyeri (Cecidomyiidae, Diptera), 

espécies que apresentam pedogênese (larvas com capacidade reprodutiva), 
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quando criadas em ambiente com alimento com altos valores nutritivos, a 

diferenciação das células ováricas é acompanhada por um aumento na expressão 

de usp, o que termina no desenvolvimento dos ovários, permitindo, assim, a 

mudança do ciclo de vida destes organismos de metamórfico para pedogenético 

(Hodin & Riddiford, 2000).

Se o HJ cumpre algumas de suas funções ligando-se a Usp ou simplesmente 

induzindo a sua expressão durante o desenvolvimento larval, este fator de 

transcrição (induzido pelos altos títulos de HJ, associados por sua vez a um 

diferencial alimentar em favor de rainhas) poderia estar protegendo de alguma 

forma as células ováricas de rainhas da morte celular e permitindo um maior índice 

de proliferação celular, processos responsáveis pelo desenvolvimento diferencial 

destes órgãos. Assim, decidimos avaliar o comportamento de usp nos ovários 

durante o desenvolvimento larval de Apis mellifera.
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4.2.-Resultados

4.2.1.-0  mRNA de usp em ovários de larvas de Apis mellifera

Para determinar o perfil de expressão de usp em ovários de larvas de rainhas 

e operárias, tomamos amostras (n=20) de RNA dos estágios de desenvolvimento 

L4, L5F2, L5S1 e L5PP3 (ver Tabela 5.1 e Figura 4.1) e as submetemos a análises 

por RT-PCR semiquantitativa. Os resultados mostram que usp se expressa em 

níveis mais importantes em rainhas entre os estágios L4 e L.5F2, apesar de que 

neste último a diferença respeito a expressão em operárias não é significativa 

estatisticamente (Figura 4.2). A partir daqui a expressão de usp em ambas castas 

sofre uma leve queda tornando-se seus níveis muito parecidos no estágio L5S1. Já 

em PP3 a expressão em operárias parece sofrer um pequeno aumento (não 

significativo estatisticamente), enquanto os níveis em rainhas permanecem 

constantes. De maneira geral, os perfis de expressão do mRNA de usp em ambas 

castas parecem ser mui semelhantes, havendo uma diferença em favor das rainhas 

somente no 4o estágio larval.

4.2.2.-  A proteína Usp é detectada somente em ovários de larvas de 

operárias

Para determinar se o perfil de expressão do mRNA de usp encontrado nos 

ovários corresponde a um padrão semelhante de expressão protéica e, assim, com 

a participação em algum processo biológico no desenvolvimento destes órgãos, 

realizamos experimentos de imunofluorescência em ovários inteiros utilizando 

anticorpo anti Usp de Drosophila melanogaster (AB11). Foram estudados ovários 

de rainhas e operárias nos estágios larvais L4, F1, F2, F3, S1, S2, S3, PP1, PP2 e 

PP3 (ver tabela 5.1 e Figura 4.1).
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Exemplos de resultados obtidos encontram-se na Figura 4.4. Observamos 

estruturas marcadas especificamente só na região de formação de clasters nos 

ovaríolos de operárias nos estágios L5F3 e L5S1. Nem nos ovários dos demais 

estágios larvais de operárias nem nos ovários de rainhas foram encontradas 

estruturas marcadas fluorescentemente.

Operárias

F2

F3

PP3

Rainhas

Figura 4.1Ovários de rainhas e operárias Apis mellifera durante o 5o estágio de 
desenvolvimento larval (V. Favaretto).
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Figura 4.2.- Perfil de expressão de usp nos ovários de fêmeas Apis mellifera 
durante os estágios finais do desenvolvimento larval (F2, S1 e PP3=L5). 
Representação gráfica dos valores densitométricos correspondentes a bandas de 
amplificação por RT-PCR semiquantitativa. *=Estágio com diferença 
estatisticamente significativa na expressão de usp entre ambas castas (test-t 
P=0,004).

Figura 4.3.- Títulos hemolinfáticos de hormônio juvenil e de ecdisteróides durante o 
desenvolvimento de Apis mellifera (de Hartfelder & Engels, 1998).
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Figura 4.4.- Ovaríolos dos estágios larvais L5F3 e L5S1 de operárias (A e C) e 
rainhas (B e D) Apis mellifera. As marcações fluorescentes (positivas para anti 
Usp) se localizam na região das células germinativas (setas). Barras: D= 105pm; O 
resto=60pm
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4.3.-Discussão

Os nossos resultados obtidos sobre os níveis de expressão de usp em ovários 

de larvas avaliados mediante a quantificação do seu transcrito não se 

correspondem com os obtidos mediante a imunolocalização da proteína Usp. 

Enquanto o perfil do transcrito não sofre alterações significativas nem dentro nem 

entre castas depois do 4o estágio larval, a proteína foi detectada somente em 

determinadas regiões dos ovaríolos de operárias prontas para a muda metamórfica.

A diferença na expressão do mRNA de usp em favor de rainhas no 4o estágio 

larval coincide exatamente com a maior diferença também em favor de rainhas nos 

títulos de HJ (os ecdisteróides em ambas castas são indetectaveis), situação que 

parece se manter até F2 (ver Figura 4.3 e Hartfelder & Engels, 1998). Já nos 

seguintes estágios estudados, os níveis semelhantes de expressão de usp 

correspondem as fases do desenvolvimento onde os títulos de HJ são equivalentes 

entre castas (em S1) e com a presença simultânea de HJ e ecdisteróides em 

importantes quantidades em ambas castas (em PP3). Estes resultados sugerem 

que durante estes estágios do desenvolvimento larval, tal como ocorre durante os 

últimos estágios do desenvolvimento pupal e em abelhas jovens, a transcrição de 

usp é regulada pelo HJ.

Níveis relativamente importantes de expressão de usp durante o final do 

último estágio larval e durante a muda metamórfica foram também encontrados em 

Drosophila melanogaster (Henrich et al., 1994). Estes níveis estariam suportando 

as necessidades da proteína Usp, no complexo receptor de ecdisona, por parte do 

mecanismo de resposta aos pulsos de ecdisteróides próprios desta fase do 

desenvolvimento. A aparente desvinculação, em Apis mellifera, dos níveis de 

mRNA de usp dos de sua proteína sugere a existência de alguma forma de 

regulação pós-transcricional ou a expressão desta última em níveis não detectados 

pela técnica utilizada.
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O 5o estágio larval de Apis mellifera é um estágio de diferenciação morfológica 

ovariana entre ambas castas que está caracterizado pela formação de clasters de 

células germinativas em rainhas e a morte celular em ovaríolos de operárias 

(Hartfelder & Steinbrück, 1997; Schmidt Capella & Hartfelder, 1998; 2002). Estes 

dois processos são os responsáveis pela redução de mais de 10 vezes no número 

de ovaríolos ao contar do fim do 4o estágio larval até o final do 5o nas operárias, e 

do desenvolvimento de uma “usina reprodutiva” no interior de rainhas.

Schmidt Capella & Hartfelder (1998) mostraram que títulos altos de HJ estão 

associados à prevenção da morte celular programada no 5o estágio larval nos 

ovários de rainhas. Estes autores observaram, por microscopia óptica, que ovários 

de operárias que tinham sido tratadas com HJ no início do 5o estágio larval 

mostravam uma nítida diminuição no número de núcleos apoptóticos, se 

assemelhando assim ao encontrado em ovários de rainhas. A morte celular 

observada normalmente em ovários de operárias (presente inicialmente na região 

das células germinativas) é precedida pela dissociação do sistema actina- 

espectrina-fusoma, sistema que depende de HJ (Schmidt Capella & Hartfelder, 

2002). A região de células germinativas, que parece ser o centro de origem do 

evento de morte celular, é justamente a região que apresentou marcações positivas 

para Usp nos experimentos de imunofluorescência. Assim, apesar de que a 

transcrição de usp pareça depender de HJ durante o período estudado, a sua 

proteína parece estar associada ao processo de morte celular, característica de 

ovários de operárias.

Curiosamente, o momento das primeiras evidências de morte celular 

observadas em ovários de operárias coincide com o início do aumento nos títulos 

de ecdisteróides (que até o ai não eram detectados) em presença dos menores 

títulos de HJ. Esta morte celular se acentua na fase S do 5o estágio larval e 
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continua presente até a vida adulta (Schmidt Capella & Hartfelder, 1998; 

Lambertucci, 2002).

Morte celular associada aos ecdisteróides não é um evento raro no 

desenvolvimento de insetos (Robinow et al., 1993; Streichert et al., 1997; Zee & 

Weeks, 2001; Pinto et al., 2003). As glândulas salivares de Drosophila sofrem 

morte celular no início do desenvolvimento pupal, justamente após o pulso de 

ecdisona que marca a muda metamórfica (ver Thummel, 2001). A ecdisona, 

mediada pelo seu complexo receptor, induz a expressão de uma cascata gênica 

que inclui produtos reguladores e produtos específicos de morte celular. Um deles, 

E93, parece poder desencadear eventos de morte celular sem fragmentação de 

material genético (ver Thummel, 2001b). Curiosamente, Hartfelder & Steinbrück 

(1997) não conseguiram detectar DNA genômico fragmentado em géis de agarose 

quando analisaram extratos de ovários de operárias no 5o estágio de 

desenvolvimento larval.

Estes resultados, embora sugiram uma relação positiva entre os títulos de HJ 

e níveis do mRNA de usp, não indicam a proteína Usp como responsável pela 

mediação da prevenção da morte celular de ovaríolos, mas sim, como associada ao 

processo. Se for assim, provavelmente esteja fazendo parte do complexo receptor 

de ecdisona. Desta maneira, níveis altos de HJ poderíam prevenir a morte celular 

em ovários de rainhas sem a mediação de usp, ou através da participação de uma 

isoforma expressa diferencialmente e não detectada em nossos experimentos.



5.Material e Métodos



Material e métodos 82

5.1.-Animais e tratamentos hormonais

As abelhas (Apis mellifera, africanizadas) foram obtidas do Apiário 

Experimental do Departamento de Genética da FMRP-USP, em Ribeirão Preto 

(SP).

Para se obter animais em desenvolvimento com idade controlada, uma rainha 

adulta era capturada e deixada em condições para ovipositar durante 6 horas num 

quadro adequado, e isolada por uma tela de confinamento. Para a obtenção de 

rainhas, larvas recém eclodidas eram transferidas instrumentalmente para células 

"realeiras" aprovisionadas com geléia real e colocadas em quadros dentro de 

colônias de recria para seu desenvolvimento até o estágio desejado (Tabela 5.1). 

Para a obtenção de operárias, o quadro com as larvas restantes, obtidas da postura 

controlada, era mantido na mesma colônia de recria até que os animais estivessem 

no estágio desejado. Em casos de necessidade de manutenção fora da colônia, as 

realeiras, pupas acondicionadas em placas de Petri ou quadros inteiros, eram 

mantidos em estufa a 34°C e 80% de umidade relativa.

Para o experimento de avaliação dos níveis de expressão de usp em fêmeas 

jovens (de 0 a 10 dias), as rainhas eram confinadas em pequenas gaiolas 

individuais (que continham uma pasta de açúcar e mel em proporção 4:1) fixas a 

uma barra de madeira e esta colocada dentro de uma colônia de recria e mantidas 

até a idade desejada (Figueiredo et al., 2000). Para a obtenção de operárias 

adultas, animais recém emergidos eram marcados, com caneta, no tórax e 

introduzidos numa colônia pequena (núcleo) até a idade desejada.

Nos experimentos de avaliação da resposta de usp a HJ, foram realizados 

tratamentos tópicos delOpig de HJ-III (C16-juvenile hormone, Fluka Biochemika, 

59992) dissolvidos em 1 pl de acetona, com o auxílio de uma seringa tipo Hamilton 

(ou com micropipeta automática). As utilizadas como controle recebiam 1 pil de 
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acetona. As pupas tratadas com 20E recebiam uma injeção entre o 2o e 3o 

segmentos abdominais de 5pg do hormônio dissolvidos em 1j.il de 0,9% de NaCI. 

As utilizadas como controle recebiam 1 jul de 0,9% de NaCI.

Tabela 5.1.- Estágios de desenvolvimento e características identificatórias de 

operárias Apis mellifera africanizadas (modificado de Michelette and Soares, 1993).

Estágio Características

L1 0,0001-0,0003g

L2 0,0003-0,001g

L3 0,0015-0,004g
L4 0,004-0,0248g
L5F1 0,029-0,06g

L5F2 0,06-0,11g

L5F3 0,11-0,16g

L5S1 intestino totalmente cheio

L5S2 metade do intestino cheio

L5S3 intestino totalmente vazio

PP1 pouco movimento, cabeça para cima e comprimento tíbia-tarso= 1,4- 

1,99mm, ainda bem transparente permitindo a visualização do 

intestino

PP2 imóvel, cabeça para cima e comprimento tíbia-tarso=2,0-2,6mm

PP3 imóvel, cabeça para cima e compr. tíbia-tarso> 2,6mm. Corpo opaco
Pw pupa de olho branco (white)

Pp pupa de olho rosa (pink)

Pdp pupa de olho rosa-escuro (dark-pink)

Pb pupa de olho marrom (brown)

Pbl pupa de olho marrom, com pigmentação leve no tórax

Pbm pupa de olho marrom , com pigmentação torácica média

Pbd pupa de olho marrom com pigmentação torácica forte (dark)

Pha semelhante ao adulto (adulto farato, pharate adult)
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5.2.-lmunofluorescência  em ovários

Foram extraídos ovários de rainhas e operárias nos estágios larvais L4, F1, 

F2, F3, S1, S2, S3, PP1, PP2 e PP3 (ver tabela 5.1). As extrações foram feitas 

com o animal mergulhado em solução fixadora (paraformaldeído 4%). Após a 

extração, os ovários (8-12 de cada estágio) eram mantidos em solução fixadora por 

2h, posteriormente lavados (2x10min) em solução de PBS (0,1M de fosfato de 

sódio pH 7; 0,15M de NaCI) e mantidos a 4-8°C até processamento ulterior 

(Schmidt Capella & Hartfelder, 2002) .

Antes da incubação com os respectivos anticorpos, os ovários (pares 

provenientes de rainhas e operárias da mesma idade) eram permeabilizados 

através de lavagens (2x15min) em PBS-T (PBS com 0,2% de Tritón-X 100). 

Seguidamente eram incubados durante 2h a temperatura ambiente em solução 

1:25 do anticorpo monoclonal (AB11) anti Usp de Drosophila melanogaster 

(Christianson et al., 1992). Após 3 lavagens de 15min cada em PBS-T, os ovários 

eram incubados por 2x15min em solução bloqueadora (1% de BSA e 2% de NGS 

em PBS-T). Seguidamente, estes órgãos eram incubados durante 2h em anti- 

mouse IgG conjugado com Cy3 (1:1500; C2181, Sigma). Em seguida, os ovários 

eram lavados 2x15min em PBS e montados sob leve pressão (para conseguir 

separação entre ovaríolos) em lâminas com Mowiol (Elvanol, Hoechst, Germany; 5g 

Mowiol, 20ml PBS; 10ml glicerina, 2,5% N-propil-galato, pH 8,2). As lâminas 

controle possuíam ovários processados sem o primeiro anticorpo. As preparações 

foram analisadas e fotografadas sob microscopia epi-fluorescente (Axioshop 2, 

ZEISS).
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5.3.-Extração de RNA total

A região animal dissecada ou o animal inteiro era rapidamente congelado em 

nitrogênio liquido e armazenado em freezer -80°C para a posterior extração de 

RNA. Alternativamente, as amostras eram previamente mergulhadas em TRIzol, 

para posterior armazenamento.

A extração de RNA por TRIzol (solução comercial de fenol e isotiocianato de 

guanidina para isolamento de RNA total, Cat. No. 15596, Gibco Brl.) seguia, 

resumidamente, o seguinte protocolo: A região animal dissecada ou o animal 

inteiro num tubo de microcentrífuga de 2ml era homogeneizado em 1ml de Trizol e 

incubado a temperatura ambiente (TA) por 5 min para a dissociação de complexos 

nucleoprotéicos. Em seguida, a suspensão era centrifugada a 12000g (e 4°C, 

como nas seguintes centrifugações) por 10 min. O sobrenadante (850-900j.il) era 

transferido para outro tubo e submetido a 200pl de clorofórmio, agitado fortemente 

na mão durante 15seg e incubado a TA por 3min. Posteriormente, a solução era 

centrifugada por 15min a 12000g. O sobrenadante (fase aquosa, 400-500j.il) era 

passado para outro tubo, ao qual eram adicionados posteriormente mais 500pil de 

clorofórmio, agitado no vortex e centrifugado por 10min a 12000g. À fase aquosa 

resultante eram adicionados 500pil de isopropanol, e o conjunto, submetido a vortex 

e incubado a TA por 10min. Seguia a isto, uma centrifugação por 10min a 12000g 

e posterior descarte de sobrenadante. Em seguida, o pellet era lavado em 1ml de 

etanol 75% (e armazenado se necessário a -70°C) mediante uma centrifugação 

(depois de vortex) por 5min a 10000g. O sobrenadante era eliminado e o pellet 

secado a 55-60°C durante 5min em banho seco. Finalmente, o pellet era re- 

dissolvido em 15-20gl de água tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e a 

concentração da solução final estimada por absorbância óptica em 

espectrofotômetro a 260/280nm. Qualquer que tenha sido o método de extração e 

900j.il
500j.il
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a utilização posterior, o RNA extraído era tratado com DNase antes de sua 

quantificação. Assim, a cada uma das amostras era adicionado aproximadamente 

0,3pl de DNAse (RQ1 RNase-Free DNase, Cat. M6101, Promega) e quantidade 

suficiente de seu tampão (10X). As amostras eram assim incubadas a 37°C 

durante 30min (para a ação deoxirribonucleásica) e posteriormente a 65°C durante 

10min (inativação da DNAse).

5.4. -Síntese de cDNAs

Tanto para os experimentos de clonagem quanto para a quantificação de 

amostras de mRNA, os RNAs totais eram submetidos diretamente a retro- 

transcrição (RT) usando-se o kit SuperScript II (Cat. 18064-014, Gibco Brl) com o 

Oligo (dT)12.18 (Cat. 18418-012, Invitrogen) como primer.

5.5. -Amplificação de cDNA por PCR convencional

Nos experimentos realizados visando a amplificação de fragmentos do cDNA 

de ultraspiracle de rainhas Apis mellifera, foram utilizados primers construídos com 

base na sequência correspondente de operárias. As amplificações foram feitas nas 

seguintes condições:

1 pl de forward primer (10|iM)
1 pl de cDNA
1 pl de reverse primer (1 OpM)

22 ptl água destilada estéril
1 bead (puRe Taq Ready-To-Go PCR Beads, Cat. 27-9557-01, 

Amersham),

colocados num tubo de 200ptl (sendo adicionados 30p.l de óleo mineral 

nos casos de utilização de ciclador térmico sem hot bonnef) e submetidos a:

94°C por 2’00”
94°C por 0’30”
XX°C por 0’30”
72°C por 0’40”
72°C por10’00”

45X
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As amplificações eram feitas no PTC-100 Programmable Thermal Controller 

Peltier-Effect Cycling, MJ Research ou no GeneAmp PCR System 9700, Applied 

Biosystems.

Os produtos de amplificação eram separados em géis de agarose e as 

bandas obtidas eram cortadas e submetidas à recuperação do DNA mediante o uso 

do QIAquick Gel Extraction Kit (Cat. 28706, QIAGEN). Este processo foi realizado 

seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante (levando a peça de gel a 50°C em 

tampão até dissolver a agarose e submetendo a solução a uma coluna de filtração 

onde o DNA era lavado e posteriormente recuperado no tampão de eluição). 

Quando o produto de amplificação rendia só uma banda no gel de agarose, se 

procedia à ligação direta de 2j.il de produto.

5.6.-Clonagem de fragmentos de DNA

5.6.1.-Ligação

Os fragmentos de cDNA amplificados e recuperados dos géis de agarose (ou 

provenientes diretamente da PCR) eram inseridos no vetor plasmidial Topo TA 

Cloning (pCR 2.1-TOPO, Invitrogen, Cat. K4500-01; Figura 5.1) e clonados na cepa 

de E. coli DH5a.

Assim, para a ligação do fragmento ao vetor misturavam-se:

4j.il de DNA recuperado
1 pl de tampão de ligação (salt solution)
1 pl Topo vector

e deixava-se incubando a TA até 30min.
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Figura 5.1.- Mapa e sequência da região de clonagem do vetor utilizado (protocolo 
Invitrogen).

5.6.2.-Obtenção  de células competentes (DH5a)

Um pellet bacteriano, produto de crescimento (de células em estoque) 

ovemight a 37°C em 5ml de meio líquido (LB) em agitação continua, foi 

ressuspendido em 5ml de Cloreto de Ca 0,1M e incubado em gelo por 25min. Esta 

suspensão foi centrifugada a 4000rpm durante 5min e o pellet ressuspendido em 

5ml de Cloreto de Ca com 15% de glicerol. As suspensões assim preparadas 

foram aliquotadas (200p.l) em criotubos de 2ml, congeladas em Nitrogênio liquido e 

estocadas a -80°C. Alternativamente, eram usadas células competentes incluídas 

no kit do Topo (pCR 2.1-TOPO, Invitrogen, Cat. K4500-01).
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5.6.3.-Transformação bacteríana e avaliação de produtos de clonagem

Após a ligação, os 6j.il de solução plasmidial contendo o inserto eram usados 

para transformação bacteriana. Para isso, 200pl de suspensão bacteriana (células 

competentes) eram transferidos para um tubo de 1,5ml (ou usadas diretamente as 

células do Kit Topo) ao qual era adicionado o plasmidio ligado, e o conjunto 

incubado em gelo durante 30min. Posteriormente, a suspensão era submetida a 

42°C durante 30-90seg e a gelo durante outros 90seg. Depois disso, eram 

adicionados 200-800jliI de meio liquido (LB) e o conjunto incubado a 37°C durante 

1h sob agitação, centrifugado e o pellet (aprox. 200j.il) usado para semear uma 

placa de Petri com meio sólido contendo X-Gal, IPTG e ampicilina. As placas eram 

mantidas 12h a 37°C depois do que as colônias brancas eram inoculadas em 4ml 

de meio liquido, cultivadas overnight e o pellet resultante de uma centrifugação 

leve, submetido a uma minipreparação para extração de DNA plasmidial.

As minipreparações plasmidiais eram feitas com o NucleoSpin Plus Plasmid 

Miniprep Kit (Cat. K3063-2, Clontech), que rendem 50pl de DNA eluído. Este 

produto era submetido a digestão enzimática (EcoR I, ver Figura 5.2) para 

avaliação da presença de inserto, da seguinte maneira:

3 pl de DNA plasmidial
2 pl de tampão 10X p/EcoR I 

14,5pl de água destilada estéril 
0,5pl de EcoR I,

eram misturados e incubados durante 1h a 37°C. Posteriormente, os produtos de 

digestão eram separados em géis de agarose e visualizados sob luz ultravioleta.

200j.il
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5.6.4.-Seqüenciamento  de fragmentos de cDNA e análise de seqüências

Os sequenciamentos eram feitos pelo método de Sanger et. al. (1977), 

mediante a utilização do GeneScan, Automated DNA Sequencing e Genetic 

Analyzer ABI PRISM 310 da Applied Biosystems, com primers M13/SP6. As 

seqüências correspondentes aos fragmentos clonados foram ensambladas usando 

o pacote de programas phredPhrap e os contigs obtidos eram analisados mediante 

o uso de programas disponíveis nos seguintes endereços: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/ 
http://www.clustalw.qenome.ad.jp/ 
http://www.justbio.com

Os resultados dos alinhamentos feitos utilizando o ClustalW foram 

transformados para o formato Mega 2.1 (Kumar et al., 2001). A construção de 

árvores usando o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 

Mean; Mount, 2001) esteve baseada em 100 repetições (bootstrap).

5.7.-Marcação de sondas “luminescentes”

Nos nossos experimentos de PCR-Southern blott e nos de Southern blot para 

a estimativa do número de cópias gênicas, onde se supunha que os alvos de 

hibridação encontravam-se suficientemente representados, resolvemos utilizar 

sondas que fossem capazes de impressionar placas radiográficas mediante 

fenômenos outros que a emissão de radiação de alta energia. Assim, utilizamos 

para a marcação dos DNAs o Gene Images random prime labelling module (Cat. 

RPN 3540-1, Amersham-pharmacia). Num tubo de 200pl era diluído 

aproximadamente 1pg de DNA (correspondente ao clone do respectivo cDNA) em 

30pl (ou quantidade suficiente para volume final de 50j.il) de água destilada estéril. 

Posteriormente, era fervido por 5min e resfriado rapidamente em gelo. Em seguida, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/
http://www.clustalw.qenome.ad.jp/
http://www.justbio.com
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eram adicionados 10j.il de mistura de nucleotídeos (incluindo fluoresceina-11- 

dUTP), 5j.il de primers (nonámeros aleatórios) e 1pl de enzima Klenow (5 

unidades/jxl). Esta mistura de reação era incubada a 37°C durante 1 h, e ao final da 

síntese eram adicionados 5pl de EDTA 0,5M e a sonda assim marcada era 

congelada a -20°C.

5.8.-Marcação de sonda radiativa e hibridação

O DNA era marcado com a-32P pelo método de random priming usando-se o 

kit Random Primers DNA Labelling System (Gibco Brl). Aproximadamente 50ng de 

DNA eram diluídos em 20j.il de água destilada estéril em tubos de polipropileno. 

Posteriormente, eram fervidos por 5min e resfriados rapidamente em gelo. Em 

seguida, eram adicionados 15j.il de tampão Random Primers Mixture [HEPES 

0,67M, Tris-HCI 0,17M, MgCI2 17mM, 2-mercaptoetanol 33 mM, BSA 1,33mg ml'1, 

oligodeoxirribonucletidio primers (hexámeros) 18 OD260 unidades ml1, pH 6,8], 

dATP IOjliM, dGTP 10pM, dTTP 10jiM, (a-32P)dCTP 50pCi, 1j.il da enzima Klenow 

(2 unidades) e 49j.il de água destilada estéril. A solução era incubada para a 

reação a TA por 1h e interrompida pela adição de 5jlxI de tampão Stop (Na2 EDTA 

0,2M, pH 7,5). Para eliminar nucleotidios não incorporados, a mistura era filtrada 

em colunas de Sephadex G-50, previamente hidratadas em tampão TE. Logo 

após, a sonda era fervida por 5min, resfriada em gelo e utilizada nas hibridações.

Depois da fixação do ácido nucléico correspondente, as membranas eram 

pré-hibridadas durante 2h a 55-65°C em 15ml de solução de hibridação [SSC 10X 

15ml, Solução de Denhardt 100X 1,25ml, Solução SDS 10% 1,25ml, água destilada 

para 25ml e 0,5ml de Solução de esperma de salmão (1mg ml'1) fervida por 5min e 

resfriada]. Após 2h era adicionada a sonda marcada radiativamente (previamente 
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fervida e resfriada em gelo) e o sistema incubado em forno sob movimento leve 

durante 12-24h. Após hibridação, as membranas eram submetidas a 2 lavagens de 

15min a 65°C nas respectivas soluções seguintes: SSC 2X, SDS 0,1% (m/v) e SSC 

1X, SDS 1% (m/v). Posteriormente, as membranas eram embrulhadas em papel 

plástico e expostas a filmes auto-radiográficos (XAR-5 X-ray, Kodak) a -70°C até a 

obtenção de sinal (5-7 dias) e reveladas manualmente.

5.9.-Estimando  o número de cópias de usp

5.9.1.-Obtenção de DNA genômico

Para a extração de DNA genômico, foi usada uma pupa de operária por tubo 

de extração, a qual era macerada com auxilio de almofariz e pistilo, após 

congelamento em nitrogênio liquido. A suspensão foi transferida rapidamente para 

tubos estéreis e incubada sob agitação branda, em presença de 10ml de tampão de 

extração estéril (Tris-HCI 200mM, NaCI 250mM, EDTA 25mM, SDS 0,5% e água 

destilada para 1000ml, pH8,5). A extração do DNA era feita adicionando-se 1 

volume de fenol/clorofórmio e centrifugando-se o macerado por 10min a 20000g. O 

DNA era recuperado do sobrenadante mediante precipitação com acetato de sódio 

0,3M (pH 5,2) e 2,5 volumes de etanol absoluto. O DNA assim obtido era 

ressuspendido em água estéril e estocado a 4°C. Sua concentração final era 

estimada por absorbância óptica em espectrofotômetro a 260nm.

5.9.2.-Digestão  de DNA genômico e Southern blot

Trinta pg de DNA genômico foram digeridos com as seguintes endonucleases 

e de acordo com o respectivo protocolo: Stu I (Biolabs), Kpn I (Invitrogen), Eco RI 

(Invitrogen), Bam Hl (Invitrogen), Sma I (Biolabs), Bcl I (Gibco).



----------------------------Material e métodos 93

As enzimas não podiam cortar a região do cDNA correspondente à sequência 

da sonda utilizada. Os produtos de digestão foram separados em géis de agarose 

(1%) e transferidos para membrana (de náilon, Biodyne B Membrane 45pm, Cat. 

14856-017, Gibco Brl) mediante um sistema de “sandwich” (transferência por 

capilaridade, modificado de Sambrook et al., 1989) por 12-24h em SSC 10X (em 

lugar de colocar o tampão num recipiente, este era usado para umedecer uma pilha 

de 6 camadas de papel de tipo Whatman 3MM). Após a transferência, o DNA era 

fixado à membrana mediante 200Jw/cm2 de UV 254nm durante 4min. 

Seguidamente, a membrana era submetida ao processo de hibridação ou guardada 

em geladeira, embrulhada em papel plástico e alumínio e umedecida em SSC 10X.

Para a hibridação, as membranas eram incubadas em movimento lento 

durante aproximadamente 2h a 60°C em 20ml de solução de pré-hibridação (0,02g 

SDS, 5ml SSC 20X, 1g Sulfato de dextrano, 1ml de Solução bloqueadora e água 

estéril em quantidade suficiente). Em seguida, eram adicionados à solução de pré- 

hibridação 15pl da sonda luminescente previamente fervida e resfriada. 

Seguidamente, a membrana era incubada em movimento lento durante 

aproximadamente 16h.

Após a hibridação, a membrana era lavada em movimento durante 15min à 

mesma temperatura em 100ml de 0,1g de SDS e 5ml de SSC 20X em água 

destilada estéril. Em seguida, era lavada por igual tempo e temperatura em 100ml 

de 0,1g de SDS e 2,5ml de SSC em água destilada estéril. Posteriormente, a 

membrana era incubada a TA e movimento lento durante 1h numa solução 

bloqueadora (que igual que os reagentes utilizados nas seguintes etapas da 

revelação das membranas, forma parte do Gene Images CDP-Star detection 

module, Cat. RPN 3510-1, Amersham-pharmacia) que continha 45ml de “tampão A” 

e 5ml de Solução bloqueadora 10x. O “tampão A”, elaborado e autoclavado no dia 
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anterior, está constituído por 6,05g de Tris e 8,76g de NaCI em 500ml de água 

destilada (pH 9,5). Uma vez bloqueados os epitopes inespecíficos, a membrana 

era incubada a TA e movimento lento durante 1h numa solução de anticorpo 

(0,125g de albumina bovina, 25ml de tampão A e 5pl de antifluoresceina conjugada 

com fosfatasse alcalina, FA). Logo após, a membrana era lavada 4x10min num 

excesso de tampão A com 0,3% de Tween 20 (eliminação de anticorpo ligado 

inespecificamente).

Finalmente, a membrana era submetida durante 3min a uma solução de 

detecção (com dioxetano como substrato da FA, que ao ser decomposto emite luz 

visível) e em seguida posta em contacto com um filme (fi/o/Wax, X-Omat AR, Cat. 

Z35,848-7, Sigma) entre 35seg-20min a TA (a revelação era feita manualmente).

5.10.-RT/PCR  semi-quantitativa/Southern blot

Em todos os experimentos de quantificação de níveis de expressão de 

mRNAs utilizamos PCR semiquantitativa, isto é, RT seguida de PCR e Southern 

blot (os primeiros resultados destes experimentos foram confirmados por real time 

PCR).

O RNA total extraído das amostras respectivas era submetido a 2-3 medições 

de concentração e uma alíquota de 1-2pg foi utilizada como amostra inicial para a 

avaliação da expressão dos genes em estudo. O RNA era submetido 

seguidamente a RT da maneira exposta na Seção 5.4.

A realização dos experimentos de PCR semiquantitativa requer a 

determinação do número de ciclos de amplificação que corresponda à fase linear 

da curva de amplificação do gene alvo, o qual pode ser avaliado pela visualização 

dos produtos num gel de agarose corado com brometo de etidio (pegando amostras 

depois de diferentes números de ciclos). Requer também a amplificação controle 
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de um RNA presente em proporções relativamente constantes durante o 

desenvolvimento ou cuja expressão não seja modificada por eventuais tratamentos. 

Em nosso caso, utilizamos o rRNA 28S e o mRNA da p-actina (sub-clonados e 

seqüenciados em nosso Laboratório). Para a amplificação definitiva dos cDNAs 

das amostras, foram adicionados em tubos de 200pl:

1pl de forward primer (10pM; ver Tabela 5.2)
1pl de cDNA (obtido segundo detalhado em Seção 5.3-4)
1pl de reverse primer (10pM; ver Tabela 5.2)
10pl de Máster Mix (2,5X; Eppendorf, Cat. 0032.002.250)
12j.il água destilada estéril

Esta mistura de reação era submetida às seguintes condições de amplificação: 

94°C por 2’00”
94°C por 0’30”
58°C por 0’30”
72°C por 0’40”

15-29X

As amplificações foram feitas no PTC-100 Programmable Thermal Controller 

Peltier-Effect Cycling, MJ Research ou no GeneAmp PCR System 9700, Applied 

Biosystems.

Os produtos de amplificação foram testados em géis de agarose (1%, com 

brometo de etidio) depois da adição de tampão corante. As corridas foram feitas 

(30-35V/cm2) por aproximadamente 1:45h. Imediatamente depois, os géis foram 

fotografados e incubados em agitação lenta durante 25min em solução de 

desnaturação (1,5M NaCI e 0,5M NaOH) e 30min em solução de neutralização 

(1,5M NaCI e 0,5M Tris-HCI pH 7,5), com uma passagem rápida por água destilada 

estéril entre ambas. Em seguida, os géis eram montados para transferência para 

membrana por capilaridade e deixados a TA por 16h e processados como descrito 

na Seção 5.9.2.
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Tabela 5.2.-Primers utilizados nos experimentos de PCR semiquantitativa.
Gene Seqüência No de acesso/Ref.
usp F - AGACTGCCAAGATGATGAAG

R-TCTCTCTTCATTCCCATCGC
AY273778; Barchuk et al., 2004

vg F - TTGCTACTTCTAACGC I I I I

R - CG I IIICTCCATCTTTGCTA
AJ517411; Piulachs et al., 2003

ehj F - GCTTTTCAATTAGGTAGTGG

R - GAATGGATTATAATAGAATCG
A. Mackert, com. pessoal

ftz-f1 F-ATCATCGTCATCCTCTTCCT

R - CAGGGTTGAGATTGTGCAG

BI946427

proPo F - CGTCCTGGGAAATATCATGG

R - GTCCGCGTGACAAATCTACA

AAO72539; Lourenço et al., 2004

/3-actina F - TGCCAACACTGTCCTTTCTG

R-AGAATTGACCCACCAATCCA

AB023025

rRNA F-TGCTACTACCACCAAGATCT

R - ACGACCTCACCTATTCTCA

AJ302936

F: forward, R: reverse

5.11.-Avaliação da expressão gênica em abelhas knock-down

5.11.1.-Preparação dos dsRNAs

Para a síntese dos dsRNAs, primeiramente obtivemos suficiente quantidade 

de DNA molde mediante PCR, utilizando primers desenhados com base na 

sequência do clone AP4a5 de cDNA da vg (Piulachs et al., 2003) e do clone 5/6 de 

cDNA do usp (AY273778). Estes primers incluem a seqüência correspondente à 

região promotora T7 (em negrito): 

vg: 

5-TAATACGACTCACTATAGGGCGAACGACTCGACCAACGACTT-3 e 

5’-TAATACGACTCACTATAGGGCGAAACGAAAGGAACGGTCAATTCC-3’ 

usp: 

5’-TAATACGACTCACTATAGGCCGACGACGCTGGAAGATTC-3’ e 

5’-TAATACGACTCACTATAGGGCGATAGGCATCCATTGTTC-3’
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As amplificações foram feitas mediante PCR convencional, com temperaturas 

de pareamento calculadas a partir de AT(.2)+GC(.4) (da seqüência gene 

específica). Os produtos de amplificação foram identificados em géis de agarose e 

purificados mediante o kit QIAquick™ (QIAGEN).

O dsRNA foi obtido mediante a utilização do kit RiboMax™ T7 system 

(Promega). Esse kit permite a síntese das cadeias sense e antisense de RNA 

numa mesma reação. Seguidamente à transcrição, o produto de reação foi 

extraído mediante fenol-clorofôrmio e precipitado com acetato de sódio e 

isopropanol. O pellet foi dissolvido em água livre de RNase para uma concentração 

de 5pig/j.il, e a integridade do produto foi avaliada em gel de agarose após a 

medição da concentração por absorbância a 260nm.

5.11.2.-Injeção de dsRNA e obtenção de amostras

Nós injetamos 1pl de uma solução de dsRNA (5pg/pl) no abdome de 

operárias recém nascidas. As injeções foram feitas entre os segmentos abdominais 

5o e 6o mediante o uso de uma seringa tipo Hamilton. Abelhas controle não foram 

injetadas, receberam 1 pl de água tratada com DEPC (0,1%), solvente do dsRNA, 

ou 1pl de água autoclavada. Depois de serem injetadas, as abelhas foram 

marcadas com caneta e mantidas em gaiolas de madeira (20x20cm) com água e 

alimento ad libitum. Depois de 7 dias as abelhas foram coletadas e anestesiadas 

em gelo para a coleta de amostras.

A hemolinfa, para a medição dos títulos de HJ, foi obtida com microcapilar de 

vidro a partir de uma incisão dorsal entre o 2o e o 3o segmentos abdominais. Após 

a coleta de hemolinfa, os abdomes foram mergulhados em TRIzol e congelados a - 

80°C para a posterior extração de RNA (segundo protocolo descrito na Seção 5.3).

5pig/j.il
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5.11.3. -Extração de hormônio juvenil a partir de amostras de hemolinfa

Para a medição dos títulos de HJ, foram extraídos 3-5pl de hemolinfa e 

dissolvidos em 500|j| de acetonitrila, agitados em vórtex e armazenados a -20°C 

em frascos de vidro com tampa de Teflon. O método de extração seguiu o 

protocolo estabelecido para a hemolinfa de abelhas (Huang et al., 1994). 

Resumidamente, 1ml de NaCI (0.9%) e 1ml de hexano foram sucessivamente 

adicionados à fase de acetonitrila e agitados vigorosamente. Depois de 10min em 

gelo, as fases foram separadas mediante centrifugação lenta (700g). 

Seguidamente, a fase hexano foi removida e transferida para um novo tubo. A 

extração foi repetida duas vezes adicionando hexano à fase acetonitrila/solução 

salina. O pool das 3 extrações foi seco em centrifugação a vácuo e o resíduo foi re- 

dissolvido em 50pl de tolueno.

5.11.4. -Radioimunoensaio para hormônio juvenil

O anti-soro, anti-HJ, foi diluído para 1:1250 em tampão fosfato (0,1M, pH 7,4) 

suplementado com 0,1% da fração V de soro-albumina bovina (Sigma), 0,1% de 

imunoglobulina G de coelho (Sigma) e 0,02% de azida sódica (Goodman et al., 

1990; Goodman et al., 1995). Finalmente foi acrescentado HJ marcado com Trício 

[10-3H(N)]-juvenile hormone III (spec. activity 19.4 Ci/mmol, NEN Life Science 

Products, Boston) diluído em tampão fosfato (0,1M, pH 7,4) para 6000-6500cpm por 

50pl. Hormônio juvenil III (Fluka) foi usado como ligande não radioativo numa 

concentração de 100pg/pl. As curvas padrão foram estabelecidas para cobrir a 

faixa de 50pg a 10ng.

Depois da evaporação do solvente (tolueno), foram adicionados aos tubos 

correspondentes à solução padrão e aos correspondentes às amostras 50pl de 

ligande radioativo. Essa solução foi agitada extensivamente, submetida a 200pl de 
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solução de anti-soro, e o total incubado a 4°C overnight. A separação de ligande 

unido de ligande não unido foi feita por quenching com sulfato de amônia (50% de 

concentração final) durante 30min a 4°C. Após centrifugação (7500g, 15min, 4°C), 

foi descartado o sobrenadante e o pellet foi lavado em sulfato de amônia (50%) 

para eliminar restos de antígeno não ligado. O pellet assim obtido foi re-dissolvido 

em 40pl de água antes da adição de 5ml de cocktail para cintilação liquida 

(HiSafe3, Packard).

Os títulos de HJ de amostras desconhecidas foram calculados mediante 

regressão linear a partir de uma curva padrão. Os resultados foram expressos em 

equivalentes de HJ3 (pg/pl de hemolinfa).

5.11.5.-Separação  eletroforética de esterases

O fenótipo das abelhas knock down para usp foi também estudado mediante 

análises do padrão de expressão de esterases conhecidas em Apis mellifera 

(Bitondi & Mestriner, 1983; Figueiredo et al., 1996). Para tal fim, as abelhas 

coletadas nos estágios de desenvolvimento desejados eram mantidas a -20°C até 

seu processamento.

Para a obtenção de amostras, as pupas eram homogeneizadas em uma 

solução de 0,02M de Tris-HCI, pH 7,5. Seguidamente, a suspensão resultante era 

centrifugada a 12.400g durante 20min a 5°C. As amostras eram separadas 

mediante eletroforese em géis de Penetrose 30 (amilóide de peso molecular 

23.000, Refinações de Milho do Brasil, Ltda.) 10% em 0,02M de Tris-HCI, pH 4,8- 

5,9, segundo Figueiredo et al. (1996). Fragmentos de papel Whatman N3 (5x6mm) 

eram embebidos no sobrenadante, obtido após centrifugação de amostras 

homogeneizadas, e inseridos em espaços pré-estabelecidos nos géis de penetrose. 

As separações eram feitas a 7°C e 5V/cm durante 4-5h. Como tampão de 

eletrodos era utilizada uma solução 0,3M de Tris-HCI, pH 7,5.
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A detecção das bandas correspondentes às isoformas de esterases foi 

realizada mediante a utilização de substratos comprovadamente efetivos para estas 

enzimas em Apis mellifera. Assim, os géis eram cobertos com uma solução de 

butirato ou acetato (éster de 4-metil-umbeliferil) 0,01% em 0,05M de tampão 

acetato, pH 5,4 (Bitondi and Mestriner, 1983; Figueiredo et al., 1996), incubados a 

temperatura ambiente durante 15min e inspecionados sob luz ultravioleta.



6.Considerações finais
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Nossos resultados indicam que AmUsp possui maior similaridade com os 

ortólogos de Locusta, Celuca e vertebrados do que com outros insetos. Esta 

característica e sua rápida resposta transcricional a HJ, tanto em rainhas quanto em 

operárias, sugere que algumas de suas funções podem depender de ligande, e 

indicam o gene usp como um membro primário na cascata de expressão gênica 

promovida pelo HJ.

Apesar de Usp ser o parceiro de EcR no complexo receptor de ecdisona, em 

nossos experimentos não observamos um aumento na expressão de usp depois do 

tratamento com este hormônio, mas pelo contrário, observamos uma redução na 

expressão de usp depois de 24h.

Os perfis de expressão de usp durante o período pupal parecem ser 

específicos de casta, com operárias mostrando níveis mais importantes no início do 

período e um pico em Pbm, contrastando assim com o que acontece em rainhas, 

onde usp parece possuir níveis basais de expressão. Já, a expressão de usp 

durante os primeiros dias de vida adulta, tanto de rainhas quanto de operárias, 

segue claramente os títulos hemolinfáticos de HJ.

Os resultados obtidos pela utilização da técnica de interferência por RNA 

mostram a possibilidade da sua utilização para o estudo da diminuição da 

expressão de genes reguladores durante o desenvolvimento pupal em Apis 

mellifera. Estes resultados, ademais, abrem possibilidades de estudo de função 

gênica em organismos não tradicionalmente tidos como modelo de estudo e para 

os quais não se dispõem de mutantes específicos.

O atraso no desenvolvimento (avaliado pela pigmentação corporal, formação 

de cerdas e asas e persistência da atividade de esterase 2a) das abelhas knock 

down para usp sugere a sua participação no início dos processos de 

desenvolvimento pupal. Como Usp é considerado constituinte do complexo 

receptor de ecdisona, sua deficiência em abelhas Pw não permitiría a mediação 
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correta dos processos dependentes deste hormônio. As alterações morfológicas 

observadas nas abelhas KDusp são explicadas se consideramos que a diminuição 

da expressão de usp trouxe acarretada, ademais de uma queda na sua participação 

direta em certos processos, uma equivalente atenuação na atividade de outros 

genes com função reguladora e eh;). Estes experimentos, por outro lado, 

não confirmaram a participação direta de Usp no controle da expressão de 

vitelogenina e da pro-fenoloxidase no final do desenvolvimento pupal, processos 

que merecem o estudo da organização molecular das diferentes regiões 

importantes na biologia destes genes, inclusive de usp. Estes estudos podem ver­

se facilitados atualmente pela disponibilidade de boa parte da seqüência genômica 

de Apis mellifera (Baylor College of Medicine; 

http://hgsc.bcm.tmc.edu/projects/honeybee/) e de numerosas ferramentas 

informáticas, algumas, de livre acesso.

Os perfis de expressão de usp em ovários de rainhas e operárias durante o 

desenvolvimento larval, embora sugiram uma relação positiva entre os títulos de HJ 

e níveis do mRNA deste gene, não indicam à proteína Usp como responsável pela 

mediação da prevenção da morte celular de ovaríolos, mas sim, como associada ao 

processo. De ser assim, provavelmente o faça formando parte do complexo 

receptor de ecdisona. Desta maneira, níveis altos de HJ poderíam prevenir a morte 

celular em ovários de rainhas sem a mediação de usp, ou através da participação 

de uma isoforma expressa diferencialmente e não detectada em nossos 

experimentos.

Os dados obtidos durante a realização do presente trabalho permitem 

começar a elaboração de um modelo conceituai da rede de expressão gênica 

promovida pelo HJ durante o desenvolvimento e diferenciação de castas de Apis 

mellifera (Figura 6.1). No modelo apresentado, que funcionaria basicamente como 

hipótese de trabalho, o HJ atuaria ativando a proteína Usp e induzindo a expressão 

http://hgsc.bcm.tmc.edu/projects/honeybee/
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de usp, o qual levaria a uma amplificação do sinal original. Posteriormente, o 

complexo poderia, através do recrutamento de co-reguladores, mediar o controle da 

expressão de genes alvo (e/?j; etc.).

HJ

(CR)

Usp/HJ(?) 
CR 
l 

ehj ftz-f1

Figura 6.1.- Modelo hipotético (de trabalho) de ação do HJ durante o 
desenvolvimento pupal de Apis mellifera.
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Abstract

Two hormones, 20-hydroxyecdysone (20E) and 
juvenile hormone (JH) are key regulators of insect 
development including the differentiation of the alter- 
native caste phenotypes of social insects. In addition, 
JH plays a different role in adult honey bees, acting as 
a ‘behavioural pacemaker’. The functional receptor 
for 20E is a heterodimer consisting of the ecdysone 
receptor and ultraspiracle (USP) whereas the identity 
of the JH receptor remains unknown. We have cloned 
and sequenced a cDNA encoding Apis mellifera ultra­
spiracle (AMUSP) and examined its responses to JH. 
A rapid, but transient up-regulation of the AMUSP 
messenger is observed in the fat bodies of both 
queens and workers. AMusp appears to be a single 
copy gene that produces two transcripts (-4 and -5 kb) 
that are differentially expressed in the animal’s body. 
The predicted AMUSP protein shows greater sequence 
similarity to its orthologues from the vertebrate-crab- 
tick-locust group than to the dipteran-lepidopteran 
group.These characteristics and the rapid up-regulation 
by JH suggest that some of the USP functions in the 
honey bee may depend on ligand binding.
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Introduction

Juvenile hormone (JH) and ecdysteroids, especially 20- 
hydroxyecdysone (20E), ultimately control many aspects 
of insect development. 20E triggers the key regulatory 
cascades controlling the synchronized changes in develop- 
mental pathways during moulting and metamorphosis 
(White et a/., 1997; Thummel, 2001). The actions of 20E 
are mediated by ligand-dependent transcription factors 
that belong to the steroid hormone receptor super-family 
(Evans, 1988; Henrich & Brown, 1995; Riddiford et a/., 2000). 
Members of this protein family share a common modular 
structure that includes a highiy conserved DNA-binding 
domain and a more variable C-terminal domain encoding 
ligand-binding and dimerization functions (Yao et a!.. 1992). 
The receptor for 20E has been well characterized in Dro- 
sophila and is a heterodimer consisting of the ecdysone 
receptor (EcR) and ultraspiracle (USP) (Oro etal., 1990; 
Koelle etal., 1991; Yao etal., 1992, 1993). In contrast to 
20E, the receptor for JH has not yet been identified in spite 
of efforts by numerous labs, including a somewhat contro- 
versial report that USP is at least one of the JH receptors 
(Jones & Sharp, 1997). Consequently, USP has been con- 
sidered as an auxiliary component to EcR in the receptor 
complex. In recent years, however, USP has been shown to 
exhibit EcR-independent transcriptional regulation activity, 
which may depend on ligand binding (Jones & Sharp, 1997; 
Jones & Jones, 2000; Jones et al., 2001; Xu et a!., 2002).

Based on its role in development JH is known as the 
‘status quo' hormone because, as long as its leveis are 
high, dramatic changes in morphology are prevented. In 
holometabolous insects JH falis at the time of larval-pupal 
and pupal-adult moults, allowing dramatic reorganization 
of the body. In addition to its 'status quo’ role in develop­
ment JH plays a somewhat different role in adult insects, 
acting as a gondotropin in some species and as a ‘behav­
ioural pacemaker’ in others (Robinson & Vargo, 1997). An 
example of the latter role in the honey bee is that JH 
leveis, which rise throughout adulthood, appear to deter­
mine when an adult worker bee will switch from working 
exclusively within the hive to becoming a forager.

In the honey bee, caste-specific profiles of the JH titres 
during postembryonic development are responsible for the
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activation of different developmental patterns leading to the 
differentiation of two distinct female phenotypes, the highly 
fertile queens and the quasi-sterile workers (see Engels & 
Imperatriz-Fonseca, 1990; Hartfelder & Engels, 1998). Low 
JH titre during the last stages of larval development has 
been shown to trigger programmed cell death in the ovaries 
of worker larvae to the point that only a few ovarioles remain 
to form the functional reproductive system of these females 
(Schmidt Capella & Hartfelder, 1998, 2002). In addition, the 
onset of vitellogenin (yg) gene expression during pupal 
development in Apis mellifera occurs in the context of an 
increasing JH titre and decreasing leveis of ecdysteroids 
(Barchuk eí al., 2002; Piulachs et al., 2003).

In an attempt to shed more light on the molecular mode 
of action of JH and its possible link with USP we have 
cloned and sequenced two cDNAs encoding the honey bee 
USP and carried out experiments to test whether the tran- 
scription of this gene is modulated by varied titres of juve- 
nile hormone. Our findings provide evidence that the 
expression of USP in the honey bee is sensitive to JH 
treatment. in particular in the fat bodies of both queens 
and workers. Furthermore, the comparative sequence ana- 
lysis confirms the notion that the USP molecule under- 
went an important structural change in the line leading to 
the higher insects.

Results

Comparative analyses of Apis mellifera ultraspiracle 
(AMusp)

We have cloned and sequenced two cDNAs isolated from 
worker brains and queen fat bodies, respectively. Both 
sequences have been deposited in GenBank under the 
accession numbers AF263459 (brain) and AY273778 (fat 
body).The cDNA sequence isolated from the brain is 3754 bp 
long. which agrees with the estimates obtained by Northern 
blot experiments (-4 kb). The sequence contains a 427 
amino acid ORF (Figs 1 and 2). Poly(A) + RNA hybridization 
with a 5'-end probe of AMusp cDNA shows an additional, 
larger band (-5 kb) in samples obtained from worker heads 
(Fig. 2). This indicates the production of two AMusp tran- 
scripts in this organ. As different transcripts can result either 
from a single-copy gene (dífferential splicing or alternative 
transcription initiation sites) or from a multicopy gene, we 
performed a Southern blot to estimate the number of usp 
copies in the honeybee genome. The hybridization pattern 
with a probe spanning the weakly conserved E/F domain 
and part of the 3' untranslated region (Fig. 1) shows a con- 
sistent and unique band (Fig. 3). This suggests that usp is 
present in a single copy in this species, and that the two 
bands observed in Northern blots correspond to alter- 
natively spliced transcripts.

Both cDNAs (from workers and queens) encode identical 
polypeptides that show high levei of sequence similarity with 

USPs in other animal species. Figure 1 illustrates the modu­
lar organization of proteins belonging to this nuclear receptor 
superfamily. We conclude that both cDNAs correspond to 
ultraspiracle, an orthologue of the vertebrate RXR (Evans, 
1988; Henrich & Brown, 1995; Riddiford et al., 2000).

The predicted translation product of the honey bee usp 
gene is a 427 amino acid polypeptide with an estimated 
molecular mass of 48 kDa, and a pl value of 8.80 
(calculated by using the Compute pl/Mw tool, http:// 
www.expasy.org/tools/pi_tools.htmi). This value is similar to 
that estimated for USP from Aedes aegypti(5t and 54 kDa, 
Kapitskaya et al., 1996), Lucilia cuprina (51 kDa; Hannan & 
Hill, 2001), Chilo suppressalis (47 kDa, Minakuchi et al., 
2003), and other animais studied so far.

The N-terminal A/B domain of Apis mellifera ultraspiracle 
encodes 109 amino acids that are relatively poorly con­
served in other species (Fig. 1). The amino acids 46-58 
near the N-terminus of the honey bee USP represent a 
motif (SPLDMKPDTASLI) that is also found in USPs from 
Locusta migratória and Tenebrio molitor, both species 
showing close phylogenetic clustering with the honey bee.

The most conserved region C consisting of sixty-six 
amino acids encoding the DNA-binding domain (DBD) is 
localized downstream of the A/B domain (Fig. 1B). It 
contains two zinc fingers (C-4 type) and the consensus 
sequences that confer DNA binding specificity (EGCKG, 
P-box) and dimerization capacity (REEKS, D-box).

A short hinge domain, designated D, occupies a twenty- 
three amino acid long section of the middle part of AMUSP 
(Fig. 1). This region has a consensus sequence of ten 
amino acids (REAVQEERQR) that is present in all species 
considered in our study, except for Schistosoma mansoni. 
The rest of the D domain of the honey bee USP has a greater 
similarity to that of Locusta, Tenebrio and vertebrates 
than to the other holometabolans. Apis and Locusta share 
another six identical amino acids immediately after the 
aforementioned consensus sequence.

The E/F domain, which lies at the C-terminus of the honey 
bee USP spans 229 amino acids and is the largest domain 
of this protein commonly referred to as ligand-binding 
domain (LBD; Fig. 1). Multiple alignment analysis of this 
domain shows that in spite of its poor conservation, a 
formation of two clusters can be observed (Figs 1B and 4). 
One cluster is formed by the sequences from Apis, Locusta, 
Tenebrio (ApLoTe), Celuca and vertebrates, and the other 
by the USP sequences of all other holometabolans con­
sidered here (dipterans and lepidopterans). Near the C- 
terminus of the honey bee USP is the consensus sequence 
FLMEMLE (Fig. 1 A, italicized and bold), called activation 
function 2 (AF-2; Danielian et al. 1992; Durand et al., 1994; 
Bourguet et al., 1995). In AMUSP the first methionine of 
this motif is replaced with valine. Again, this sequence is 
more conserved in ApLoTe, Celuca and vertebrates, than 
in the rest of insects.

©2004 The Royal Entomological Society, Insect Molecular Biology, 13, 000-000
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A)

Figure 1. Organization of Apis mellifera USP 
prolein. (A) Nucleotide and deduced amino acid 
sequences of the honey bee usp cDNA. The 
predicted polypeptide is shown by a one-letter 
code below the respective nucleotide sequence. 
Amino acids belonging to the conserved DBD 
(C domain) are shaded and those belonging to 
D domain are underlined.The first and the last 
residues belong to domains A/B and E/F, 
respeclively. The numbers on both sides 
correspond to the cDNA sequence. Conserved 
amino acid sequences are bold and italicized. 
(B) Schematic diagram of AMUSP structure 
indicating the number of amino acids in each 
domain (top) and the percentage of identical 
residues in various LBD sequences relatively to 
LBD of AMUSP (bottom).The cDNA sequences 
(Irom the worker's brain and queen’s fat body) are 
deposited in GenBank under the accession 
numbers AF263459 and AY273778, respectively. 
Lm = AF136372; Tm = AJ251542;
Cp = AF032983: Hs = NM....002957; 
Mm = XM_ 123763; Aa = AF305213; 
Cf = AF016368; Ms = U44837; Bm = U06073; 
Dm = X53417; Lc = AY007213: Ct = AF045891; 
Sm = AF158102.

1 - ATGATGAAGAAGGAGAAACCGATGATGTCGGTGACCGCCATCATCCAAGGGACTCAGGCC - 60
-mmkkekpmmsvtaiiqgtqa

61 - CAACATTGGTCCCGTGGCAACACTTGGCTAAGTCTGGACAACAGCAACATGTCCATGTeC - 12 0
- Q H W SRGNTWtSLD N S N M S M S

121 - TCAGTGGGCCCGCAAAGTCCACTGGACATGAAGCCCGACACAGCAAGCCTCATCAACCCC - 180 
-SVGPQSPJ4DMKPDTASLINP

181 - GGAAACTTCAGTCCTTCCGGCCCCAACAGCCCCGCATCCTTCACCGCTGGTTGTCACAGC - 240
-gnfspsgpnspgsftagch s

241 - AACCTTCTAAGTACGTCGCCGAGTGGCCAGAACAAAGCAGTCGCACCCTACCCGCCGAAC - 3 00 
-NLLSTSPSGQNKAVAPYPP N

301 - CACCCTCTCTCCGGAAGTAAGCACCTCTGCTCGATTTGCGGTGACCGTGCCAGTGGCAAG - 360 
-HPL SGSKHL D R A 3 G K

351 Alt! 1'GTCTATAGCTGCGAl. 1 1GC A/i/ AI tl 1 I A 3 AGGílCCGTGCGCAAG - 420
- H Y G y Y S C S G C K G F F K R T V R K

■12 1 - GACCt-.;ii_GTAl..'JGGTGTCGCGAAGAGAAATCCTGCATCATTGACAAACGGCAGAr;z,AZ,T - 480
-DLS YACJÍBjBk.sc i j D k R q R

•181 ■■ CGAT , ~r-- A /"ArCAlZ u «t GÀÃTCV. »»A A< > ,TC - 540
- R Q 3 C R í Q K C 1, A M G « 1 « B A V

541 - CAAGÁGGAACGTCAACGTACCAAGGÂmGGCATCÂGAGCGAGGTTGAGAGCACTAGTAGC - 600
- 0 s B B Q ;RTKERDQSEVEST S S

6 01 - CTGCATTCGGACATGCCGATCGAGCGTATCCTGGAGGCCGAGAAGAGAGTCGAATGTAAG - 660
-LHSDMPIERILEAEKRVB C K

661 - ATGGAGCAACAGGGAAATTACGAGAATGCAGTGTCGCACATTTGCAACGCCACGAACAAA - 72 0 
-MEQQGNYENAVSHI C N A T N K

721 - CAGCTGTTCCAGCTGGTAGCATGGGCGAAACACATCCCGCATTTTACCTCGTTGCCACTG - 780 
-QLFQl, VAWAKHIPHFTSLPL

7 81 - GAGGATCAGGTACTTCTGCTCAGGGCCGGTTGGAACGAGTTGCTGATAGCCTCCTTTTCC - 84 0
-bdqvlllragwnelliasfs

841 - CACCGTTCCATCGACGTGAAGGACGGTATCGTGCTGGCGACGGGGATCACCGTGCATCGG - 900 
-HRSIDVKDGI VLATGITVHR

901 - AACTCGGCGCAGCAGGCCGGCGTGGGCACGATATTCGACCGTGTCCTCTCGGAGCTTGTC - 960 
-NSAQQAGVGTIFDRVLSELV

961 - TCGAAAATGCGTGAAATGAAGATGGACAGGACAGACCTTGGCTGTCTCAGATCTATAATA - 1020 
-SKMREMKMDRTELGCLRS I I

1021 - CTCTTCAATCCCGAGGTTCGAGGACTGAAATCCATCCAGGAAGTGACCCTGCTCCGTGAG - 1080 
-LFNPEVRGLKSIQEVTLLRE

1081 - AAGATCTACGGCGCCCTGGAGGGTTATTGCCGCGTAGCTTGGCCCGACGACGCTGGAAGA - 1140
-K IYG ALEGYCRVAWPDDAG R

1141 - TTCGCGAAATTACTTCTACGCCTGCCCGCCATCCGCTCGATCGGATTAAAGTGCCTCGAG - 1200 
-FAKLLLRLPAIRSIGLKCLE

1201 - TACCTGTTCTTCTTCAAAATGATCGGTGACGTACCGATCGACGATTTTCTCGTGGAGATG - 1260
-ylfffkmigdvpiddflvem

1261 - TTAGAATCGCGATCAGATCCT - 1281
-LBSRSDP

B)
C DA/B

N IO9 229

DBD LBD
Locusta migratória 97 78
Tenebrio molitor 97 69
Celuca pugilator 94 65
Homo sapiens (alpha) 88 69
Mus musculus (alpha) 88 68
Aedes aegypti (isoform-A) 94 50
Choristoneura fumiferana 95 48
Manduca sexta 92 41
Bombyx mori 94 46
Drosophila melanogaster 91 52
Lucilia cuprina 83 52
Chironomus tentans 91 43
Schistosoma mansonl 82 22

Molecular phylogeny of AMUSP

To run a molecular phylogeny analysis using Mega2.1 
we included Schistosoma mansonl USP as an out-group. 
The trees were obtained using upgma, and their significance 
was tested by 100 bootstrap repetitions.

The results of the phylogenetic analyses are some- 
what variable depending on the region of the honey bee 

USP considered (we have utilized complete sequences 
deposited in the GenBank and alpha isoforms of RXRs). 
When using the highly conserved DBD alone. the retrieved 
dendrograms generally agree with the current phylogeny, 
showing that insect and vertebrate lineages split with high 
bootstrap values (data not shown). In contrast, invertebrate 
branching could not be resolved, most likely due to the 
insufficient length of the analysed sequences. The DBDs

©2004 The Royal Entomological Society, Insect Molecular Biology, 13, 000-000



----------------------------------- Anexo

4 A. R. Barchuk, R. Maleszka and Z. L. P. Simões

Figure 2. Northern blot showmg the expression of AMusp in the abdomens 
ot queens (Q) and worker honey bees (W) (left panei), and in the abdomens 
and heads ot 24 h-old workers (right panei). JH+ indicates treatment with 
juvenile hormone. Eleven pg ot polyadenylated RNA was used per lane.The 
probe was a radioactively labelled 0.3 kb BamHI fragment of the 5' end ot 
the AMusp cDNA (AF263459).

abdômen head

Figure 3. Apis mellifera genomic Souihern blot probed with a fluorescently 
labelled 840 bp 3' fragment of the honey bee usp cDNA. Thirty pg of 
genomic DNA were digested with the indicated endonucleases.

in USPs from the honey bee. Locusta and Tenebrio are 
almost 97% identical, or about 90% identical when 
compared to the rest of the insects and the vertebrates. 
Even with Schistosoma, the honey bee USP shares more 
than 80% identity (see Fig. 1B).

However, when we compared the LBD domains, the 
retrieved trees showed some surprising morphologies, 
with ApLoTe, Celuca and vertebrates splitting (with 100% 
bootstrap value) from the rest of the insects (Fig. 4). The 
highest similarities were found between the honey bee 
USP and that from Locusta (78%). followed by the Tenebrio 
(69%). Homo sapiens (68.5%) and Mus musculus (68%) 
orthologues. Phylogenetic trees obtained by using the 
entire honey bee USP sequence are similar to those

27

62
96

99

Locusta
Apis
Tenebrio 
Homo 

1OOL Mus 
Celuca 
Chironomus 
Aedes 
Drosophila 
Lucilia

E
Choristoneura
Bombyx 
Manduca 

-------------- Schistosoma

Figure 4. A phylogenetic tree illustrating the evolutionary relationships 
among USPs/RXRs.The dendrogram is based on the LBD. The accession 
numbers of all sequences are in Fig. 1B.

obtained with the LBDs alone (as the variability of the LBDs 
outweighs the conservation of DBDs).

Usp is rapidly, but transiently up-regulated by 
JH in the fat bodies

Usp expression during the criticai phase of the onset of 
Vg synthesis during postembryonic development and dur­
ing the first days after emergence of queens and workers 
of Apis mellifera (A. R. Barchuk and Z. L. P. Simões, un- 
published data) suggested that usp might be induced 
by JH. When binding JH (present at basal leveis), USP 
might induce its own expression, thus amplifying the initial 
hormonal signal. To test the response of usp to artificially 
raised JH titres, we carried out hormone application experi- 
ments in vivo and tested usp expression by RT-PCR. We 
applied 10 tig of JH-III to Pbm-Pbd (brown-eyed pupae with 
intermediary pigmented cuticle and dark pigmented cuticle, 
respectively) queen and worker pupae and determined 
usp expression leveis in the fat body. The utilized stages 
are characterized by having relatively low ecdysteroid and 
increasing JH leveis in the haemolymph (Rembold, 1987; 
Pinto et al.. 2002). It is in this context that the initiation of 
vg expression occurs during the pupal development of 
these insects (Barchuk et al., 2002; Piulachs et al., 2003). 
The results are summarized in Fig. 5. Both queens and 
workers show a significant increase in usp expression 
shortly (1.5-4.5 h) after JH treatment.

To test the duration of usp response we carried out a 
similar experiment with samples being taken at 2.5 h, 12 h 
and 24 h after hormone treatment (independent treatments, 
with all samples taken in Pbd, 10 h before adult emerg­
ence). Although usp response to JH appears to be very 
rapid the increased levei of its transcription is relatively 
transient. Our results Show that AMusp begins to be down- 
regulated about 5 h after hormonal treatment, as we could 
not detect differences in AMusp expression between

©2004 The Royal Entomological Society, Insect Molecular Biology 13, 000-000
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|OConlíoi| 

llil—J I H
Hours afler troatmonl Hours after treatment

Figure 5. Rapid up-regulation of AMuspby juvenile hormone.Queens (A) and workers (B) of Apismelliferain Pbm-Pbd developmental stages received a topical 
application of 10 pg juvenile hormone III and lhe expression of AMusp was tested in their fat bodies by the RT-PCR method.The ordinate represents 
densitometric units and each value is an average of three separate experiments, SEMs are indicated by vertical bars. All control/treated sets represent 
statistically significant differences (P < 0.05, Mann-Whitney test).

contrai and treated animais 12 h after JH application (data 
not shown). Applications of small quantities of JH on newly 
emerged workers (which were sampled 24 h after treat- 
ment) either did not or only slightly affected usp expression, 
and if so, this was only observed in the head of worker bees 
and not in the other tissues examined in this study (Fig. 2).

Discussion

Structural organization and functional molecular phylogeny 
of honey bee USP

The high levei of sequence identity of the honey bee 
USP with its orthologues from other animal species and 
the protein domain organization determined by in silico 
analyses indicate the honey bee USP as a member of the 
nuclear receptor superfamily, especially as an orthologue 
of vertebrate RXR (Evans, 1988; Henrich & Brown, 1995; 
Riddiford et al., 2000).

Like in some other species, a single usp gene in the bee 
gives rise to more than one transcript. The two hybridizing 
bands observed in samples from worker heads and the 
single one detected in RNA extracts from the abdomens 
suggest a differential transcription pattern in these organs 
resulting most likely from alternative splicing. In Aedes 
aegypti (Kapitskaya et al. 1996), Manduca sexta (Jindra 
et a/., 1997; Asahina et al., 1997) and Chironomus tentans 
(Vogtli et al., 1999) isoforms differing in the N-terminal A/B 
region are produced by alternative splicing. By contrast, 
only one protein is encoded by multiple transcripts with 
diverse UTRs in Bombyx mori (Tzertzinis etal., 1994). 
Another possibility is that one of these two bands repre­
sents cross-hybridization to another member of the nuclear 
receptor superfamily.

Unlike the vertebrate homologue, RXR, the insect USP 
ligand has not yet been identified, so it is still commonly 
considered to be an orphan nuclear receptor. Crystallo- 
graphic studies and molecular modelling of USP/RXR have 
suggested that the LBDs of dipteran and lepidopteran USP 
are not able to bind ligands because of some conserved 
motifs (especially FLRVGP) which may result in an antago- 
nist conformation of the ligand-binding-pocket, thereby 
preventing the binding of coactivators (Billas etal., 2001; 

Clayton etal., 2001). Nevertheless, the honey bee USP 
has some characteristics that may provide ligand binding 
activity. Firstly, its sequence is very similar to that of RXR from 
vertebrates, which binds Q-cis retinoic acid (Mangelsdorf 
et al., 1992; Chambon, 1996), a molecule that has structural 
similarity with JH, a major arthropod hormone. This 
structural resemblance is reflected in the topology of the 
trees retrieved from the analyses of either the LBD or the 
entire protein sequence of the honey bee USP. In both 
cases, the honey bee USP clusters together with USPs in 
Locusta, Tenebrio, Celuca and the RXRs of Homo sapiens 
and Mus musculus. These species clearly form a distinct 
group despite the wide phylogenetic gap between the 
arthropods and the vertebrates (Hayward et al., 1999). In 
addition, the honey bee USP contains nineteen out of the 
twenty-two amino acids that in the human RXRá confer 
9-c/s retinoic acid binding ability (Bourguet etal., 1995; 
Sasorith etal., 2002), with the three remaining residues 
showing to be conservative substitutions. Finally, the honey 
bee USP has the consensus sequence FLMEMLE, the so 
called activation function 2 (AF-2, Danielian etal., 1992; 
Durand et al., 1994; Bourguet et al., 1995). In ligand-binding 
dependent nuclear receptors, this sequence is the union site 
of coregulator molecules having LxxLL domain (Danielian 
etal., 1992; Durand etal., 1994; in Glass & Rosenfeld, 
2000).

A ligand binding activity for USP, especially for JH, has 
been proposed for Drosophila melanogaster and Heliothis 
virescens. In these cases, USP supposedly homodimer- 
izes, and by changing its conformation gains transcriptional 
activation functions (Jones & Sharp, 1997; Jones & Jones, 
2000; Jones et al., 2001; Sasorith etal., 2002; Xu etal., 
2002). Thus, our results shed some doubts on the meaning 
of the observed structural similarities in the USP LBD 
within ApLoTe and in relation to the orthologous vertebrate 
sequences. If the ApLoTe group also possesses USP as a 
JH receptor, what is the meaning of the molecular resem­
blance? A plausible explanation would be the existence of 
more than one ligand, with different affinities. In this model 
USP could act as a multifunctional, context-dependent 
protein depending on the type of attached ligand. A recent 
study on the human RXRa LBD revealed that it specifically
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binds two different and chemically unrelated agonist com- 
pounds, docosa hexaenoic acid, present in mammalian 
cells and recently identified as a potential endogenous 
RXR ligand in the mouse brain, and the synthetic ligand 
BMS 649. In both cases, the RXR-LBD formed homodimers 
and exhibited the active conformation previously observed 
with 9-c/s-RA (Egea et al., 2002). Moreover, crystallographic 
studies carried out with USP from Drosophila melanogaster 
and Heliothis virescens suggest the possibility that this 
transcription factor could bind lípid molecules like diacylg- 
lycerol and various phospholipids (Billas et al., 2001; Clayton 
etal., 2001), in addition to the binding of JH (Jones & 
Sharp, 1997; Jones & Jones, 2000; Jones et al., 2001; Xu 
eí al., 2002). Thus, the ApLoTe group could not only share 
the same ligand with the rest of arthropods (e.g. JH), but 
could also have more than one ligand, each with its own 
affinity levei. These ligands could, for instance, be meta- 
bolites of JH-III, the only confirmed JH in Apis mellifera 
(Hagenguth & Rembold, 1978). There are several of these 
metabolites and precursors, such as farnesol, farnesoic 
acid, methyl farnesoate and juvenile hormone acid. The 
latter compound (and not JH) has been found to have a 
hormonal function in competence induction for vg trans­
cription during postembryonic development of Manduca 
sexta (Ismail et al.. 1998).

In addition, a new form of USP has been recently 
discovered in Locusta migratória. It is characterized by an 
increased number of amino acids in the region of helices 2 
and 3 of LBD (Hayward et al., 2003). This ‘insertion’ brings 
it closer to Apis mellifera USP and the human RXR. Accord- 
ing to these authors, this characteristic makes the Locusta 
migratória large USP (unlike the minor one) a good candid­
ate for having ligand-dependent activity.

The existence of ligand(s) for the RXRs and for USPs in 
some dipterans and for the ApLoTe group would suggest 
the possibility of an independent evolutionary appearance 
of the USP ligand binding among different animal groups 
(suggested by Escriva et al., 2000). Nevertheless, the dis- 
covery that RXR from Tripedalia cystophora (a cnidarian) 
binds 9-cis RA (Kostrouch et al., 1998) suggests an early 
existence of ligand utilization and the possibility of its loss 
in some groups. Another possibility is that we are simply 
ignorant of the presence of ligands in the remaining groups.

Usp expression in Apis mellifera is stimulated by JH

In addition to the structural organization of the honey bee 
USP, other experimental evidence suggests that the USP 
in this species may bind JH (or its metabolite), and that 
its expression may be modulated by JH titres. First, we 
observed a direct relationship between the JH titre and Vg 
leveis in the haemolymph of Apis mellifera females during 
the final hours of pupal development and during the first 
days of adult life (see Rembold, 1987; Barchuk eí al., 2002). 
Usp expression closely follows the JH titre profiles (ARB & 

---------------------- Anexo

ZLPS, unpublished). Furthermore, usp leveis increase 
following a topical application of JH in female pupae. These 
results and the structural characteristics discussed above 
suggest that USP is the primary JH binding protein and 
imply the usp gene is an early member in the Cascade 
of gene activation promoted by JH. A similar result was 
obtained by Chung et al. (1998) who applied retinoic acid 
(RA) to the crab Celuca pugilator (whose RXR was shown 
to be similar to the ApLoTe group of orthologues). They 
found that CpRXR expression was significantly higher in 
animais immersed in seawater with all-trans-RA when 
compared to control animais. Furthermore, alI-trans-RA is 
able to induce the expression of its receptors RXRs and 
RARs in mouse embryos and several human cell lines 
(Jiang et al., 1994;Copper etal., 1997;Gianini et al.. 1997).

Experimental procedures

Bees and JH treatments
Pupae and adults were collected from Apis mellifera colonies 
(Africanized hybrids) maintained at the Experimental Apiary of the 
University of São Paulo at Ribeirão Preto. Brazil, and from Apis 
mellifera ligustica colonies at the Australian National University in 
Canberra. Pupae were obtained as in Barchuk etal. (2002). The 
developmental stages were classified according to the criteria 
proposed by Michelette & Soares (1993).

To test uspresponse to exogenous JH, pupae received a topical 
application of 10 ug juvenile hormone III (Fluka; diluted in acetone 
to a stock solution of 2.5 pg/|il).The amount of applied hormones 
was based on our previous experiments in which we examined 
the induction of vg expression by JH during pupal development 
(Barchuk et al., 2002). Emerging adult insects were treated with 
JH (typically within one hour after emergence) by appiying 1 ul JH 
(1.25% JH-III from Sigma in dimethyl formamide, Fluka) on the 
thorax. The bees were then transferred to a small cage containing 
a tube of honey and incubated at 32 °C until the desired age. 
Pupae were maintained in an incubator at 34 °C and 80% relative 
humidity for 1.5-48 h. At least three groups consisting of 3-7 
individuais each (for a total of 9-21 bees) were used in each 
experiment. After incubation, the extracted fat bodies (where Vg 
synthesis takes place) were suspended in TRIzol reagent (Invitro- 
gen) and frozen at -80 °C until RNA extraction.

RNA and DNA extraction

Total RNA was extracted from abdômen, head and fat bodies using 
a TRIzol (Invitrogen) protocol and incubated in the presence of 
DNAse I (Promega) for 30 min at 37 °C to eliminate contaminating 
DNA. For DNA extraction, unpigmented pupae were frozen in 
liquid nitrogen, ground to a fine powder and processed according 
to Sambrook et al. (1989).

Library screening and sequencing of Apis mellifera 
ultraspiracle cDNA
Approximately 5 x 105 plaques of A. mellifera worker's brain library 
(in lambda Zapll, a gift from G. Robinson, University of Illinois, 
Urbana) were screened with a DNA probe obtained via RT-PCR 
using degenerate primers representing conserved peptides in
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USP proteins from other species.The longest cDNA was selected 
for sequencing (DNA sequencing was performed by the Australian 
Genome Research Facility in Brisbane using double-stranded 
plasmid DNA templates). The cloning of queerfs USP cDNA was 
performed using primers based on the sequence of worker’s USP 
cDNA. Database searches were carried out at the National Center 
for Biotechnology Information using the Blast server with ortho- 
logues aligned by ClustaIW. For the molecular phylogeny analysis 
of USP. the ClustaIW results were transformed to Mega 2.1 format 
(Kumar et al., 2001). Trees construction was performed using the 
upgma (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) 
procedure, and trees branch significance was evaluated by 100 
bootstrap repetitions.

Northern blot analysis, semiquantitative assay by RT-PCR 
and Southern blotting
Poly A+ RNA was obtained from the abdômen- and head-total RNA 
samples using an Oligotex (QIAGEN) protocol. Electrophoresis. 
blotting and hybridization (a 5'-cDNA fragment of honey bee USP 
was utilized as probe) were carried out as in Kucharski & Maleszka 
(2002).

v-a First-strand cDNA was synthesized as in Nascimento etal., 
g j 2004). Forward USP-1 (5'-AGACTGCCAAGATGATGAAG-3') and 

reverse USP-2 (5'-TCTCTCTTCATTCCCATCGC-3') primers 
were utilized in PCR reactions for usp expression quantification. 
The thermal cycling program was 2 min at 94 °C followed by 26- 
32 cycles (depending on developmental stage the samples were 
obtained from) of 30 s al 94 °C, 40 s at 58 °C and 40 s at 72 °C. 
For normalization we performed RT-PCR on an A. mellifera p-actin 
or 28S rRNA genes (GenBank accession numbers AB023025 and 
AJ302936). Act forward (5'-TGCCAACACTGTCCTTTCTG-3') and 
Act reverse (5'-AGAATTGACCCACCAATCCA-3'). primers were 
used for (J-actin amplification and the respective annealing temper­
atura was 62 "C. The primers used for 28S amplification were 
Ribo-1 forward (5'-TGCTACTACCACCAAGATCT-3') and Ribo-2 
reverse (5'-ACGACCTCACCTATTCTCA-3'). with the respective 
annealing temperatura of 54 °C. The amplification products, which 
included a 550 bp sequence for AMUSP, 154 bp sequence for p- 
actin and 473 bp sequence for 28S rDNA, were run in 1% agarose 
gels and transferred to membranes (Biodyne B Membrane, 
Invitrogen) by capillary blotting in the presence of 10 xSSC for 
16 h. The membranes were subsequently processed according 
to Amersham (Gene Images™ Random Prime Labeling Module, 
RPN 3540-1; Gene Images CDP-Star Detection Module, RPN 
3510-1) protocol utilizing a fluorescein-labelled 544 bp AMUSP 
cDNA (5' end). Band intensities were estimated using Tnimage 
Image Analysis 3.3.7a, and AMusp cDNA leveis were normalized 
against the respective leveis of p-actin or 28S cDNA. Statistical 
analyses were performed using SigmaStat version 2.0.

To determine whether the two transcripts of AMusp idenlified by 
Northern blotting result from alternative splicing of a single-copy 
gene or from single transcripts of a multicopy gene, we estimated 
the number of gene copies by performing a genomic Southern blot. 
Thirty pg of genomic DNA were digested with the following endo- 
nucleases according to the respective protocol: Stu\ (Biolabs), 
Kpn] (Invitrogen), EcoRI (Invitrogen). SamHI (Invitrogen), Sma\ 
(Biolabs), Sc/I (Gibco). No enzyme could cut the cDNA probe 
sequence (850 bp), which corresponded to a region characterized 
by low sequence conservation (near 3' end). Digests were run on 
1% agarose gels, transferred to membranes and processed as 
mentioned above (Amersham protocol).
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