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Resumo

O horménio juvenil (HJ) e os ecdisteréides, especialmente 20-hidroxiecdisona (20E),
controlam muitos aspectos no desenvolvimento de insetos. Em insetos eusociais, estes
hormonios estdo diretamente envolvidos na diferenciacdo de castas alternativas. O HJ,
ademais, modula o desenvolvimento e a evolugdo do comportamento de operarias 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 horménios
morfogenéticos. Amusp parece ser um gene de copia simples que produz dois transcritos (~4
e 5kb) que sdo diferencialmente expressos no corpo do animal. AmUsp mostra maior
similaridade respeito aos ortélogos de Locusta, Celuca e vertebrados do que aos do resto de
insetos. Estas caracteristicas e sua rapida resposta transcricional a HJ sugere que algumas
fungdes do Usp de Apis mellifera podem depender de ligande. Por outro lado, usando RNAI
testamos a resposta de varios genes a diminuicdo da expressdo de usp durante o
desenvolvimento pupal de operarias. Enquanto a expresséo de vg nao 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 expressao de ftz-f1 (um receptor nuclear
orfao) também foi diminuida em pupas KDusp, sugerindo a participagéo de Usp na regulagéo
da expressdo destes genes. Titulos baixos de HJ durante os ultimos estagios do
desenvolvimento larval foram sugeridos como os responsaveis por desencadear a morte
celular programada em ovarios de operarias, ao ponto tal que sé uns poucos ovariolos
permanecem para formar parte do sistema reprodutivo destas fémeas. Nos determinamos o
perfil de express&o de usp nos ovarios de rainhas e operarias durante os Ultimos estagios do
desenvolvimento larval. Analises por RT-PCR semiquantitativa mostraram que o mRNA de usp
segue de perto os titulos hemolinfaticos de HJ, e que os maiores niveis de expressao deste
gene encontrados em L4 de rainhas se correspondem com titulos maiores deste horménio.
Porém, experimentos de imunofluorescéncia utilizando um anticorpo monoclonal contra Usp de
Drosophila melanogaster, mostraram estruturas marcadas somente na regido de formacéo de
clasters nos ovariolos de operarias se preparando para a metamorfose. Esta regiao
corresponde ao centro de células germinativas onde ocorrem os mais evidentes eventos de
morte celular. Este padréo de expressdo de usp sugere sua participagdo nestes processos,
sozinho, ou formando heterodimeros com outros fatores de transcricdo. Estes dados e a
resposta positiva de usp a altos titulos de HJ nos permitem comegar a elaboragdo de um
modelo conceitual da rede de expressdo génica promovida pelo HJ durante o desenvolvimento
e diferenciacao 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. Amusp 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 levels of usp expression. While vg expression levels
were not clearly altered in usp knock-down pupae (kd), the proPo and Jjhe 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 levels 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 levels 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 bioldgico da socialidade em insetos descansa fundamentalmente
na existéncia de individuos diferenciados morfo-fisiologicamente entre os membros
de uma mesma espécie, 0 qual, junto com a sobreposigéo de geragdes, permite o
surgimento de colénias organizadas com base na divisdo de trabalho (Wilson,
1971). Entre as fémeas de abelhas, essas formas diferenciadas (castas)
encontram-se representadas por rainhas (especializadas na reprodugao) e
operarias (especializadas nas tarefas proprias de uma colmeia).

O grau de diferenciagéo de castas relaciona-se, em grande parte, ao nivel de
socialidade, i.e., em abelhas que apresentam organizacdo semi-social ndo é
possivel determinar faciimente as diferengas entre fémeas reprodutivas e néo
reprodutivas levando-se em conta apenas caracteres morfolégicos, como tamanho
corporal, desenvolvimento de estruturas reprodutivas e de coleta e defesa da
coldénia (como em alguns membros da Tribo Augoclorini). Em grupos com
organizagao social primitiva (Halictinae, Allodapine e alguns Bombini), o polifenismo
ja é manifesto, apesar de existirem, na maioria, fenotipos intermediarios de fémeas.
Ja nos grupos de abelhas altamente eussociais quase nao se encontram fendtipos
intermediarios (Apini e Meliponini). Nestes, e especificamente em Apis mellifera, a
diferenciacdo de castas & bem conspicua. A maior parte das diferencas das
rainhas em relagdo as operarias e as fémeas de abelhas solitarias s&o perdas
estruturais e comportamentais, i.e., auséncia de 6rgdos coletores de mel, polen,
glandulas produtoras de cera, etc. (resumidas na Tabela 1; Michener, 1974).
Porém, durante o desenvolvimento, as rainhas “perdem” estruturas, mas tornam-se
pedomorficas, i.e., desenvolvem 6rgaos relacionados a reproducao antes e o fazem
de maneira geral mais rapidamente. Isto resulta numa enorme capacidade

reprodutiva das rainhas, sendo as operdrias capazes, eventualmente, de s6 por
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ovos nao fecundados (que originam zangées) ou tréficos. Um caso extremo,
encontra-se em Frieseomelitta varia. Os ovérios —e, parcialmente os oviductos
laterais- das operarias desorganizam-se e re-absorvem-se quase completamente
durante o desenvolvimento pupal e na transicéo para a vida adulta, resultando os
individuos desta casta completamente estéreis (Boleli et al., 1999, 2000).

Tabela 1.1.- Algumas diferencas entre rainhas e operarias de Apis mellifera
(modificada de Michener, 1974).

Caracteristica Rainhas Operarias
Area relativa da superficie de antenas 1 2

N° de placas quimio-receptoras por antena 1600 2400
Lobo antenal do cérebro Pequeno Grande
Mushroom bodies Pequenos Grandes
Glandulas hipofaringeas Vestigiais Grandes
Glandulas mandibulares Muito grandes Grandes
Glandulas da cera Ausentes Presentes
Glandula de Nasanov Ausente Presente
Ovarios Muito grandes Pequenos
N° de ovariolos 150-180 2-12
Espermateca* Grande Pequena
Eixo do Ferrao Curvo Reto
Longevidade Grande Pequena
Mandibula Robusta Pequena
Proboscis Curta Comprida
Orgéos para coleta de polen Ausentes Presentes
Tamanho corporal Grande Pequeno
Consumo de alimento protéico Grande Pequeno

*ver Silva et al. (2002, 2003)

1.2.-Determinagdo de castas

Quanto maior a diferenga entre as castas, mais cedo atuam os fatores que
determinam estas diferencas. Isto é, a evolugdo da socialidade requer um

adiantamento no timing ontogenético de determinagdo de diferencas fenotipicas
entre castas. Assim, abelhas com organizagdo social primitiva e leves

diferenciagbes morfo-fisiolégicas entre fémeas, como em alguns Halictinae, a

determinacéo de castas acontece durante a vida adulta. J& em abelhas com alto
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grau de diferencas fenotipicas entre fémeas (Apini e Meliponini), estas diferencas
s&o determinadas e surgem bem cedo durante a ontogenia (durante os primeiros
estagios do desenvolvimento larval, em Apis, e incluso antes, como sugerido para
Melipona;, em Michener, 1974). Em todos os casos, o fator primario determinante
das diferencas entre fémeas (reprodutivas ou operarias) € certo grau de
diferenciacdo alimentar (qualitativa e quantitativa; ver em Beetsma, 1979; Jung-
Hoffmann, 1966) durante a fase larval, que conduz, na maioria dos casos, a
diferencas em tamanho e peso das fémeas e ao desenvolvimento diferencial de
orgaos chave nas atividades casta-especificas destes insetos (ver Michener, 1974;
Engels & Imperatriz-Fonseca, 1990). Além deste fator, feromdnios e mecanismos
genéticos também foram propostos como determinantes da diferenciacao de castas
em alguns tipos de abelhas (Hefetz et al., 1996; Cnaani et al., 1997; Hartfelder et
al., 2000; Kerr, 1950; Kerr, 1987).

Porém, evidéncias experimentais mostram que a aplicagdo de hormonio
juvenil (HJ) nas larvas de abelhas induz o desenvolvimento de caracteristicas
proprias de rainhas (Wirtz & Beetsma, 1972; Velthuis & Velthuis-Kluppell, 1975;
Campos et al., 1975). Assim, independentemente do tipo de estimulo inicial
(alimentar, feromonal ou genético), a determinacdo de caminhos de
desenvolvimento diferentes durante a fase larval (casta-especificos) parece
obedecer a sinais hormonais (HJ e ecdisterdides) gerados por algum dos
determinantes iniciais (Kerr et al., 1975; Evans & Wheeler, 2001; Bloch et al., 2002).

A relagédo entre horménios e diferenciagéo de castas é faciimente percebida,
ademais, quando analisamos os perfis dos ecdisterdides e do HJ durante o
desenvolvimento larval de Apis mellifera. Ambos horménios 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 discussdo dos mecanismos
que conduzem a diferenciagdo de castas. Uma nos leva para processos anteriores
a acdo hormonal e a outra nos leva para os processos decorrentes da acao
hormonal: i, de que maneira diferengas na alimentagéo se traduzem em diferenciais
de sintese de HJ? ii, de que maneira os diferenciais observados nos titulos de HJ

determinam padrdes casta-especificos de desenvolvimento pés-embrionario?

1.4.-Explicagoes prévias

A primeira pergunta (papel do fator nutricional na modulagéo da sintese de
HJ) foi abordada, entre outros, por Hartfelder (1990). Ele propés duas hipéteses
explicativas: a modulagdo hormonal dependeria de fatores hemolinfaticos
decorrentes da diferenciacdo alimentar (Haydak, 1943; Rembold et al., 1974,
Rembold, 1976) ou de as larvas atingirem um limiar de tamanho, sendo esta ultima
explicacdo baseada em trabalhos realizados em outros grupos de insetos (Nijhout,
1975). Ambas idéias ainda estdo sob discussdo, ja que nem estudos de
“determinadores alimentares” nem de balangos nutricionais apresentaram
resultados conclusivos.

Uma outra via que poderia ligar um limiar nutricional a um diferencial de
sintese de HJ seria o sistema nervoso estomatogastrico. Este sistema, que regula
a incorporacdo de alimentos e seu transporte pelo intestino, encontra-se
intimamente conectado com o sistema endocrino retrocerebral de Apis mellifera
(Boleli et al., 1995,1998), podendo representar a conexao inicial entre alimentagéo
e titulos de HJ. Em dipteros, a relagdo entre nutrigdo, sistema neuro-endocrino e
alguns aspectos do desenvolvimento vem sendo estudada durante esta ultima

década pelo grupo de John Stoffolano. Este grupo demonstrou que uma dieta rica
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em proteinas ativa a producgéo de HJ pelos corpora allata de Phormia regina (Liu et
al., 1988; Zou et al, 1989). O mediador deste processo seria um hormdnio
peptidico sintetizado em células endécrinas do intestino médio, que teria como alvo
as células neurossecretoras do cérebro (Yin et al., 1994). Em Aedes aegypti, foi
demonstrado que a distensdo do intestino desencadeia no cérebro uma cascata
fisiolégica conducente a maturagdo de ovocitos, processo este que pode ser
induzido sem a distensao intestinal mediante a aplicagdo de HJ Il (Klowden, 1987).

Em Apis mellifera (Raes & Verbeke, 1994) e Melipona quadrifasciata (Neves
et al., 2002), duas espécies com organizagdo social complexa e diferenciagéo de
castas, ja foram encontradas células enteroendocrinas que poderiam cumprir o
papel de conectar os sistemas digestivo e neuroenddcrino (para maior informacéo
sobre a relacéo entre nutricdo e hormoénios em insetos, ver Barton Browne, 2001).

Em relagdo a segunda pergunta formulada na segao anterior: Qualquer que
seja o sinal que induz a maior sintese de HJ em futuras rainhas, este evento
dispara os processos de desenvolvimento pds-embrionario casta-especificos. Isto
¢, individuos com patriménio genético idéntico, sob efeitos “epigenéticos” (neste
caso, hormonais) diferentes, seguem padrées de desenvolvimento diferentes,
evidenciando clara plasticidade fenotipica. Temporalmente, isto acontece durante
os estagios larvais L3 e inicio de L5 de Apis mellifera, caracterizados por maiores
titulos de HJ em rainhas (Rachinsky et al., 1990; ver também Hartfelder & Engels,
1998).

As diferencas hormonais em favor das rainhas parecem determinar dois tipos
de alteragdes no padréo de desenvolvimento original (presente em ancestrais): um
deles estaria representado por alteragdes “positivas”, de aquisicdo. Estas podem
ser gerais, determinando maior crescimento corporal da larva, ou localizadas em
campos especificos, ao nivel de érgéos, por exemplo, ovarios, determinando maior

crescimento e diferenciacdo. O segundo tipo de alteragdes que parecem acontecer
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durante o desenvolvimento de rainhas sdo alteragdes “negativas”, de perda, por
exemplo, de érgdos coletores de polen, etc. Tanto as alteragbes de aquisicao
quanto estas, poderiam depender do alcance de certo limiar de HJ. Em um caso,
os titulos altos deste hormonio determinariam o desenvolvimento do 6rgéo (talvez
induzindo a expressdo de genes chave), e em outro, estes titulos atuariam inibindo
o desenvolvimento (provavelmente, reprimindo a expressao génica).

Evidéncias da existéncia de campos morfogenéticos diferentes no
desenvolvimento de castas e do timing de determinagéo em Apis mellifera surgiram
dos trabalhos de enxerto realizados por Dedej et al. (1998). Estes autores
mostraram que o desenvolvimento normal de ovarios “tipo rainha” acontece
somente quando a transferéncia de larvas para condigdes de cria artificial de
rainhas é feita entre o primeiro e o segundo estagios larvais. Porém, foi
demonstrado que titulos altos de HJ estéo associados a prevengdo da morte celular
programada e a uma maior proliferagao celular ao redor do 4° e 5° estagios larvais
de ovarios de rainhas (Schmidt Capella & Hartfelder, 1998, 2002), processos
responsaveis pela diferenciagdo morfologica nos ovarios das castas destes insetos.

Por outro lado, estudos da acédo dos ecdisterdides nos ovarios de larvas de
operarias Apis mellifera (Hartfelder et al., 1995) mostraram alteragbes casta-
especificas na expressao génica, com perfis que imitam os encontrados em larvas
de rainhas. Experimentos de differential-display PCR sugerem, ademais, a
expressdo diferencial de genes reguladores putativos no desenvolvimento de
operarias destes insetos (Hepperle & Hartfelder, 2001).

Todos estes trabalhos mostram o forte papel dos hormdnios
(fundamentalmente HJ) na determinagéo do desenvolvimento de estruturas casta-
especificas, e seu comprometimento temporal com estes processos. Se nos

referirmos a Tabela 1.1, poderemos imaginar a complexidade que significaria
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determinar esse sem-nUimero de diferenciacées morfolégicas, cada uma,

possivelmente, relacionada a um campo morfogenético diferente.

1.5.-Consideragoes sobre receptores nucleares de hormonios

Os horménios lipofilicos sdo bons mediadores na regulagdo da diferenciagéo
celular e no desenvolvimento e na fisiologia de orgaos, devido a caracteristicas
como a capacidade de difundir e de atravessar membranas celulares. Estes
horménios incluem os esterdides, retindides e horménios da tiroide. Assim, ao
contrario da maioria dos hormaénios peptidicos e fatores de crescimento soltveis em
agua, os quais se ligam a receptores da membrana plasmatica, os horménios
soluveis em lipideos a atravessam e interagem com os seus receptores
intracelularmente (em Solomons, 1996; Lewin, 1997; Baker et al., 2000). Trabalhos
das duas ultimas décadas tém mostrado, ademais, que a maioria destes receptores
esta associada ao nucleo celular, inclusive na auséncia do horménio (King & Green,
1984; Brink et al., 1992).

Os receptores deste tipo de hormdnios compartilham alguns aspectos
estruturais/fisiologicos, e, segundo andlises comparativas de seqiéncias de
nucleotideos, possuem diferentes graus de identidade, formando por esta razdo a
superfamilia dos receptores nucleares de horménios (SRNs). Para fins praticos,
esta superfamilia foi dividida na familia dos receptores de esterdides (ecdisona,
estradiol, cortisol, vitamina D, etc.) e a familia dos receptores de nio esterdides,
que incluem os hormoénios tiredideos e retindides (em Mangelsdorf et al., 1995).
Ademais, trabalhos de clonagem e sequenciamento identificaram um grande
numero de genes cuja seqiiéncia apresenta identidade com a superfamilia de
receptores nucleares, no entanto, como n&o tém ligandes conhecidos, sdo

denominados "érfaos" (Tsai & O'Malley, 1994).
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Os membros da SRN formam complexos homodiméricos e/ou
heterodiméricos, que reconhecem sequéncias especificas de DNA, os elementos
de resposta a horménios (ERH). Estas seqléncias estdo espalhadas no genoma e
regulam a expressao de genes circundantes em combinagdo com outros fatores de
transcricdo. Os ERHs sao formados por sequéncias especificas ordenadas de
maneira direta ou invertida que estao separadas entre si por um numero variavel de
nucleotideos (Tsai & O'Malley, 1994; Horner et al., 1995).

Andlises de dissecdo mutacional e de seqiiéncia de aminoacidos dos
receptores nucleares de hormoénios indicam que podem ser subdivididos em 4-5
dominios. O dominio N-terminal A/B, por exemplo, & altamente variavel quanto a
sequéncia e comprimento. Usualmente, este dominio exerce funcdo de
transativagdo, atuando sobre seus genes alvo mediante a interagdo com
componentes do "core" da maquinaria de transcricdo ou com coativadores. O
dominio C, de 66-68 aminoacidos (0 mais conservado evolutivamente) constitui o
dominio de ligagdo ao DNA (DBD) e permite também a dimerizagdo. Este dominio
inclui dois zinc fingers que sdo os responsaveis pelo reconhecimento e unido do
receptor aos ERHs. Dentro do DBD existem duas regiées que conferem ao
receptor especificidade para um determinado ERH, a P-box e a D-box, ambas com
aminoacidos que determinam as fun¢des do dominio e mostram o maior grau de
conservacdo. O dominio D se localiza downstream ao C, permite a alteragéo na
conformacdo do receptor e possui frequentemente as fungdes de localizagao
nuclear e/ou transativacdo. No extremo C-terminal deste, esta localizado o dominio
E, o mais longo e encarregado das mais variadas fungdes, tais como de unido a
ligande, dimerizagdo, associagdo a proteinas de choque termico, transativacao,
silenciamento, localizacdo nuclear e unido ao TFIIB (um fator de transcri¢ao).
Finalmente, localizado no extremo C-terminal, alguns receptores apresentam o

dominio variavel F com funcao desconhecida até o momento (Hollenberg & Evans,



Introdugéo geral 20

1988 Evans, 1988; Tsai & O'Malley, 1994; Mangelsdorf et al., 1995; Henrich &
Brown, 1995).

Foram identificados mais de 150 membros desta grande familia de proteinas,
que comegou com o isolamento dos cDNAs dos receptores de glicocorticoides e
estrogeno, que constituem os primeiros fatores de transcricdo para RNA polimerase
Il a serem clonados (Mangelsdorf et al., 1995). A identificacdo do receptor de
ecdisona como membro desta familia (Koelle et al., 1991), deu indicios da
universalidade destes receptores entre os animais, sugerindo que o seu
aparecimento foi anterior a divergéncia entre invertebrados e vertebrados.
Atualmente sabe-se que o receptor de ecdisona funcional em Drosophila
melanogaster (DmEcR) é formado pela associagao heterodimérica e dinamica dos
produtos dos genes ECR e ultraspiracle (usp) e que esta associacao € promovida
por ecdisterdides (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 formacgao do

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

1.6.-Ecdisona, HJ e expressao génica

Os conhecimentos sobre receptores de esteroides, apresentados brevemente
acima, constituem os principais exemplos dos trabalhos realizados desde os
classicos sobre regulagéo da expresséo génica feitos por Ashburner e col., no inicio
da década do '70, que utilizaram como modelo a indugdo de pufs em cromossomos
politénicos de Drosophila melanogaster pela ecdisona (trabalhos prévios ja tinham
sido feitos em Chironomus tentans por Clever & Karlson, 1960). Seus resultados
sugeriram que um complexo ecdisona/EcR induziria a expressao de pufs iniciais
cujos produtos reprimiriam os correspondentes a intermuda, simultaneamente a

represséo, pelo complexo, dos genes tardios. Seguidamente, e em presenca
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continuada de ecdisona, os produtos dos genes iniciais e iniciais-tardios (além de
reprimir sua propria expressdo) seriam os responsaveis pela inducdo dos genes
tardios, que por sua vez participariam na consecucao da metamorfose (Ashburner
et al., 1974; Ashburner, 1974).

As informagdes sobre receptores obtidas mediante a utilizagao de técnicas de
biologia molecular e estudos com mutantes confirmaram o modelo proposto por
Ashburner, embora revelem niveis maiores de complexidade (ver, por exemplo,
Huet et al., 1993 e Huet et al., 1995). Assim, resumidamente, no final do ultimo
estagio larval e em resposta a um aumento na taxa de ecdisona, ocorre a ativacao,
pelo complexo EcR/Usp, dos genes iniciais (como E74A, E75A, E75B e BR-C),
cujos produtos, através de HR3 (gene inicial-tardio), induzem a expressao de fftz-f1
(um receptor nuclear ¢rfao) e paralelamente reprimem os correspondentes a
EcR/Usp. A presenca transitéria de BFTZ-F1 (que é reprimido por E75B+DHR3) é
necessaria para que acontega o desenvolvimento normal da reacéo ao segundo
pulso de ecdisona no estagio de pré-pupa (White et al., 1997), com a participagao
direta do BR-C na ativagdo dos genes tardios (Crossgrove et al., 1996). Estes dois
ciclos de indugao estdo relacionados respectivamente com eventos de morte celular
programada e histdlise de tecidos larvais, e com diferenciacdo celular e
morfogénese na transicao pré-pupa/pupa (Baehrecke, 1996; Li & Bender, 2000).

Ja o HJ é conhecido como horménio “status quo”, ja que enquanto presente
em altos niveis, ele inibe mudancas morfolégicas dramaticas proprias do
desenvolvimento pés-embrionario de holometabolos (transi¢éo larva-pupa e pupa-
adulto). Ademais desta funcdo conservadora e das associadas a resposta a
diferenciais alimentares durante o desenvolvimento larval de abelhas eussociais

mencionadas acima, o HJ atua como horménio gonadotropico em algumas
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especies e encontra-se associado a divisdo de trabalho em operarias 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 agéo, contrastando com o que acontece com os ecdisteréides.
Depois de liberado pelos corpora allata, o HJ se liga a proteinas hemolinfaticas, as
quais permitem sua mobilizacdo e o protegem da degradacdo por esterases
circulantes. Livre das proteinas de unido, o HJ atua sobre células alvo reagindo
diretamente com proteinas de membrana plasmatica (como no caso das células
foliculares de Locusta migratoria, Davey & Gordon, 1996) ou através de
‘receptores” intracelulares caracteristicos de horménios esterdides (Riddiford,
1994). Mas, apesar de existirem certas evidéncias relacionadas a primeira via, néo
se conhece com exatiddo as moléculas implicadas na eventual via mediada por
receptores. Foram descobertas varias moléculas, normalmente denominadas
proteinas de unido de HJ, que sugerem ser capazes de ligar HJ e mediar as acOes
deste horménio dentro das células, e outras que podem intermediar mais
indiretamente estas agées (Palli et al., 1990; Shemshedini et al., 1990; Riddiford,
1994; Palli et al., 1994; Engelmann, 1995; Wyatt & Davey, 1996). Estes ultimos
autores (Wyatt & Davey), apoiados nos dados mencionados acima e em fatos tais
como a caracteristica lipofilica do HJ e a sua capacidade de promover ou reprimir a
expressao génica, sugeriram um modelo de agdo para este horménio que seria
semelhante a via dos ecdisteréides. Contudo, seria necessario ainda conhecer a
natureza do receptor de HJ, a cascata de reagdes que 0 mesmo desencadeia e os
produtos génicos resultantes.

Alguns resultados controversos obtidos a partir de estudos feitos em
Drosophila, sugerem que Usp liga HJ-1Il, apés o qual homodimeriza e muda a sua

conformagéo ganhando fungdo de ativador da transcricdo (Jones & Sharp, 1997;
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Jones & Jones, 2000; Jones et al., 2001; Xu et al., 2002; Sasorith et al., 2002).
Ademais, o HJ-lll pode ligar e ativar o heterodimero formado pelo FXR (receptor
ativado pelo acido farnesdéico) e o receptor retindideo X de mamiferos (RXR;
Forman et al., 1995).

Considerando que Usp constitui o homdlogo do RXR, o qual possui
capacidade de ligar 9-cis acido retinoico, nesse trabalho, abordamos a possibilidade
de Usp de Apis mellifera possuir alguma de suas funcdes dependentes do HJ e a
participacdo de Usp na mediagdo dos efeitos deste horménio em alguns processos

relacionados a diferenciacdo de castas em Apis mellifera.



2. Sequiéncia de cDNA e resposta a
hormonios morfogenéticos do
ultraspiracle de Apis mellifera
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2.1.-Introducao

O horménio juvenil (HJ) e os ecdisterodides, especialmente 20-hidroxiecdisona
(20E), controlam muitos aspectos no desenvolvimento dos insetos (Nijhout, 1994).
A 20E constitui a chave da cascata de expressdo génica que controla as mudangas
sincronizadas proprias das mudas larvais e metamoérfica (White et al., 1997;
Thummel, 2001a). As agdes promovidas pela 20E sdo mediadas por fatores de
transcricdo que pertencem a superfamilia de receptores de hormonios esterdides
(Evans, 1988; Henrich & Brown, 1995; Riddiford et al., 2000). Os membros desta
familia compartilham uma estrutura modular que inclui basicamente um dominio N-
terminal com fungbes de transativagéo, um dominio altamente conservado de unido
a DNA e um dominio C-termianl menos conservado que permite fungbes de unido a
ligande e dimerizagdo (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 proteicos 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 esforgos de inUmeros laboratérios, o receptor do
HJ nao foi ainda identificado. Numa publicagéo controversa de 1997, Jones &
Sharp sugeriram que Usp poderia representar pelo menos um dos receptores do
HJ. Mas a pesar das discussdes levantadas e os trabalhos sobre o tema, Usp tem
sido considerado como componente auxiliar ao ECR no complexo receptor de
ecdisona. Mais recentemente, o0 mesmo grupo de trabalho que sugeriu a
possibilidade de Usp ligar HJ mostrou que este fator de transcri¢éo exibe atividade
de indutor transcricional independente do EcR, atividade que pode depender de

unido a ligande (Jones & Jones, 2000; Jones et al., 2001; Xu et al., 2002)
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O HJ possui participagdo fundamental em diversos processos do
desenvolvimento e diferenciagédo de castas em Apis mellifera. Assim, com o
objetivo de ajudar na compreensdo do mecanismo molecular de agao deste

horménio e sua possivel relagdo com o Usp, nos decidimos:

e Determinar a organizagdo aminoacidica do Usp de Apis mellifera.

e |dentificar o MRNA de usp e estimar o niumero de copias deste gene no
genoma de Apis mellifera.

e Avaliar a resposta de usp a variagdes nos niveis dos hormdnios juvenil e

ecdisona.
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2.2.-Resultados
2.2.1.-Analise comparativa do Ultraspiracle de Apis mellifera (AmUsp)

No6s clonamos e sequenciamos o cDNA proveniente do corpo gorduroso de
rainhas Apis mellifera. A sequéncia de aminoacidos deduzida deste cDNA e do
proveniente de cérebro de operarias (R. Maleszka, com. pessoal) mostra alta
similaridade com a proteina Usp de outros animais (Figura 2.1-2). Esta identidade
e sua organizagdo modular sugerem que os cDNAs correspondem a Ultraspiracle,
um membro da superfamilia de receptores nucleares, ortdlogo do RXR de
vertebrados (Evans, 1988; Henrich & Brown, 1995; Riddiford et al., 2000).

Ambas seqliéncias foram depositadas no GenBank com os numeros de
acesso AY273778 (corpo gorduroso de rainhas) e AF263459 (cérebro de
operarias). O cDNA isolado do cérebro de operarias possui 3754pb, concordando
com o tamanho estimado mediante experimentos de Northern blots (~4kb, Figura
2.3). Porém, hibridagbes de membranas com RNA Poli A+ mostram uma banda
adicional e maior de ~5kb em amostras obtidas de cabegas de operarias. Isto
indica a produgdo de dois transcritos neste 6rgdo. Como duas bandas de
hibridizagédo podem resultar de processamento alternativo (ou do uso de diferentes
sitios de origem de transcri¢do; Keightley, 1998) de um unico transcrito originado de
um gene de copia simples ou de transcritos individuais de um gene com mais de
uma copia, nés estimamos o numero de copias de usp no genoma de Apis mellifera
mediante experimentos de digestdo-sondagem.

O padrao obtido mediante a utilizagdo de uma sonda que incluia a regiéo
menos conservada E/F e parte da extremidade ndo traduzida 3' mostra uma unica
banda de hibridagéo (Figura 2.4). Este resultado sugere que usp esta presente em
copia simples no genoma desta espécie e que as duas bandas observadas nos

Northern blots correspondem provavelmente a transcritos alternativos.
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A seqliéncia de ambos cDNAs inclui um ORF de 427 aminoacidos, que
representaria um polipeptidio com um peso molecular estimado de 48 kDa e um pl
8.80 (calculado mediante o0 wuso da ferramenta Compute pl/Mw,

http://www.expasy.org/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 cuprina (51kDa; Hannan & Hill, 2001), Chilo supppressalis (47kDa,
Minakuchi et al., 2003) e outros animais estudados até o momento.

A seqliéncia aminoacidica deduzida a partir do cDNA de fémeas de Apis
mellifera possui uma organizagdo semelhante a do padréo da superfamilia de
receptores nucleares (Figura 2.1-2). O dominio N-terminal A/B, normalmente
relacionado a funcgéo de trans-ativagéo, atuando sobre seus genes alvo mediante a
interagdo com componentes do core da maquinaria de transcrigdo ou com co-
ativadores, possui 109 aminoacidos (aa). Quando considerados os resultados dos
alinhamentos multiplos, claramente o dominio mais variavel de todos, tanto em
comprimento quanto em seqiiéncia (ndo mostrado). Mas apesar da pouca
conservagdo estrutural observada, existem alguns blocos de seqléncia
compartilhados por organismos mais proximos, o qual pode estar indicando uma
semelhanga funcional. Apis mellifera, por exemplo, compartilha a seqiéncia
SPLDMKPDTASLI, na posigéo 46-58, perto do N-terminal, com Locusta migratoria
e Tenebrio molitor, espécies que se situam juntas em todas as analises
filogenéticas que consideram a seqléncia aminoacidica de Usp (grupo “ApLoTe”).
Aqui chama mais a atengéo o fato de estas espécies compartilhar estas seqiiéncias
(espécies pertencentes a ordens diferentes e, no caso de Apis e Locusta, com
marcantes diferengas no desenvolvimento pés-embrionario) do que as diferengas
aminoacidicas per se, em relagdo a outras espécies, ja que, por exemplo,
Drosophila melanogaster possui outros aminoacidos nestas posicoes, mas

pertencentes aos mesmos grupos. Algo semelhante acontece com as espécies de
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leptidoteros (Bombyx mori, Manduca sexta e Choristoneura fumiferana) e de
vertebrados (Homo sapiens e Mus musculus) consideradas neste estudo.

No dominio 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 dominio (C).

Imediatamente downstream do dominio A/B encontra-se o dominio mais
conservado C (Figuras 2.2), de unido a DNA (DBD), com seus 66 aminoacidos.
Neste tipo de moléculas, este dominio esta formado por dois dedos de zinco cujas
seqiiéncias ndo sao idénticas (zinc finger tipo C-4), i.e., o primeiro € um dedo de
zinco C-4 tipico e o segundo com o nimero de aa entre cisteinas modificado. No
dominio podemos encontrar também as sequiéncias que conferem especificidade
de unido 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 Ultima posigdo quando o resto dos insetos apresenta uma
asparagina e os vertebrados estudados um &cido aspartico. Devido a fungao
associada a estes aa, é possivel esperar diferengas no tipo de parceiros do
Usp/RXR em estas espécies, pelo menos entre insetos e vertebrados (onde ha
substituigdo aminoacidica com mudanga de caracteristica dos aa).

No dominio C, também, e apesar do alto grau de conservagéo de sequéncia,
existem certos aa que ndo sdo compartilhados por todas as espécies que foram
estudadas aqui, mas sim por alguns “grupos” de espécies, apesar delas n&o serem
proximas considerando a filogenética tradicional. De novo, estas diferengas no uso
de aa provavelmente ndo tenha conseqiéncias funcionais por elas serem
substituicdes 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 dominio D, com apenas 23aa em Apis
mellifera. Esta regido, que possibilita a atividade homodimérica do a-RXR do
homem (Lee et al., 1993) e de localizagdo intranuclear e de transativagéo
(Hollenberg & Evans, 1988; Evans, 1988; Tsai & O'Malley, 1994; Mangelsdorf et al.,
1995: Henrich & Brown, 1995), possui uma seqiéncia consenso de 10aa
(REAVQEERQR) presente em todas as espécies consideradas aqui, exceto
Schistosoma mansoni (utilizado como “grupo externo” nas anélises filogenéticas),
que apresenta glutamina em lugar de arginina na ultima posi¢gdo. Ja o resto do
dominio 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 apds a sequéncia mencionada acima.

No extremo C-terminal do Usp esta localizado o dominio E, o mais longo, com
229aa em Apis mellifera e mais amplamente conhecido como dominio de uniao a
ligande (LBD, apesar de estar associado a uma variedade de fungées), devido ao
fato de que as espécies que o possuem, ligam-no mediante esta regido.

Alinhamentos mdiltiplos do dominio E oferecem informagées interessantes. E
um dominio relativamente pouco conservado (ver Figura 2.2), mas apesar disso
pode-se apreciar também a estranha formagéo de quase dois clasters, um formado
pelas sequiéncias de Apis, Tenebrio, Locusta e vertebrados, e o outro pelo resto dos
insetos (dipteros e lepidopteros). Isto acontece especialmente devido ao
comprimento dos “gaps” em relagdo a seqléncia de Schistosoma (o tamanho do
LBD do primeiro grupo é em media 41aa menor) e, também, ao uso diferencial de
alguns aa que pertencem a diferentes grupos. Uma sequiéncia conservada ja
proxima & extremidade C-terminal (AKLLLRLPALR) contribui na capacidade de
heterodimerizar (Lee et al., 1998), e esta presente inteira no Usp de Apis mellifera
exceto pela presenga de uma isoleucina em lugar de uma leucina na penultima

posicdo (Figura 2.6, em negrito e italico).
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A Ultima sequiéncia consenso presente neste tipo de receptor (FLMEMLE) e
denominada funcgéo de ativagdo 2 (AF-2; Danielian et al., 1992; Durand et al., 1994,
Bourguet et al., 1995), em Apis mellifera aparece com apenas uma modificagao,
valina em lugar da primeira metionina (Figura 2.6, em negrito). Interessantemente,
de novo, esta seqiiéncia 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 a-RXR humano interagem com
0 9-cis AR (Sasorith et al., 2002; ), encontram-se 19 (Figura 2.6) no Usp de Apis, €
os 3 restantes sdo similares. Algo semelhante acontece com o Usp de Locusta e
Tenebrio, mas ja em menor medida nos dipteros e lepidopteros, onde estes aa

parecem menos conservados.

2.2.2.-Filogenia molecular do AmUsp

As andlises realizadas com as sequUéncias que foram utlizadas nos
alinhamentos rendem resultados diferentes de acordo com que regido do Usp €
considerada. Em todos os casos nos utilizamos o RXR de Schistosoma mansoni
para estabelecer a raiz da éarvore, funcionando assim como grupo externo
(utilizamos as seqiiéncias completas depositadas no GenBank e as isoformas alfa
dos RXRs).

Quando utilizamos o DBD, um dominio bastante conservado e com claras
fungbes de unido a acidos nucléicos, as arvores obtidas mostram localizag6es
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 ndo pode ser resolvido muito bem,
muito provavelmente pelo insuficiente tamanho das sequéncias 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



Seqiiéncia de cDNA e resposta a horménios morfogenéticos... 32

insetos e vertebrados. Inclusive com o Schistosoma, o Usp de Apis comparte mais
do que 80% de identidade.

Ja quando foram utilizadas nas andlises as seqiiéncias dos LBDs, as arvores
obtidas mostram surpreendentes anatomias, separando os dipteros e lepidopteros,
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 ortologos de Locusta (78%), Tenebrio, Homo
sapiens (69%) e Mus musculus (68%). As arvores filogenéticas obtidas com as
sequiéncias do Usp inteiro semelham as obtidas com os LBDs, mostrando assim o
peso das variagdes presentes neste dominio sobre a conservagdo dos DBDs
(Figura 2.7C). Estes resultados est&o apenas refletindo as diferengas e similitudes

nas sequéncias discutidas anteriormente.

2.2.3.-Comportamento de usp em animais com niveis aumentados de
horménios morfogenéticos
2.2.3.1.-O HJ aumenta os niveis do transcrito de usp em fémeas de Apis
mellifera

Para testar a resposta de usp a titulos artificialmente aumentados de HJ nés
realizamos experimentos de aplicagdo deste horménio in vivo e avaliamos a
expressdo de usp mediante RT-PCR semiquantitativa. Aplicamos 10ug de HJ Ill a
rainhas e operarias entre os estagios Pbm-Pbd (ver Tabela 5.1) e determinamos os
niveis de expressdo de usp nos corpos gordurosos, lugar de sintese de
vitelogenina. Estes estagios pupais séo caracterizados por titulos relativamente
baixos de ecdisterdides e um aumento nos de HJ (Rembold, 1987; Pinto et al.,
2002). E neste contexto hormonal que acontece o inicio da expresséo de vg
durante o periodo pupal destes insetos (Barchuk et al., 2002; Piulachs et al., 2003).

Os resultados sdo apresentados na Figura 2.8. Pupas de ambas castas



Seqiiéncia de cDNA e resposta a hormdnios morfogenéticos... 33

evidenciaram um significativo e rapido aumento nos niveis de expressdo de usp
apos tratamento (2-4,5h).

Para avaliar a duragdo desta resposta nds realizamos experimentos
semelhantes, mas coletando amostras 2,5, 12 e 24h ap6s o tratamento hormonal
(experimentos independentes, com todas as amostras tomadas em Pbd, 10h antes
da emergéncia do adulto). A pesar da resposta na expresséo de usp ser rapida,
n&do parece durar muito tempo, ja que ndo podemos detectar diferengas nos niveis
de transcrito entre os animais tratados e os controle 12h apo6s a aplicagado de HJ
(Figura 2.9). Ademais, pequenas quantidades de HJ aplicadas em operarias
recém-nascidas ndo parecem ter muito efeito na expressdo de usp, exceto um
pequeno aumento do transcrito em amostras tomadas de cabegas 24h apos
tratamento (Figura 2.9).

Outra maneira de avaliar a resposta de usp a variagéo de titulos de HJ seria
aumentar de maneira endégena a concentragdo deste horménio. Experimentos
preliminares realizados em nosso Laboratério demonstraram que operarias adultas
knock-down para vg (KDvg) apresentavam titulos de HJ maiores que as controle.
Se usp respondesse a HJ, as abelhas KDvg deveriam apresentar maior expressao
de usp. Assim, em nosso experimento de KDvg, foram primeiramente avaliados os
niveis de expressdo de vg e os titulos de HJ. As restantes medigbes foram
realizadas com as amostras vindas de abelhas comprovadamente knock-down
(KDVg), que, invariavelmente, possuiam altos titulos de HJ. O experimento contou,
ademais, com dois grupos controle, um constituido por abelhas injetadas com agua
estéril (C1) e o outro com abelhas injetadas com agua esteéril previamente tratada
com dietil-pirocarbonato (C2). Em alguns casos, as abelhas pertencentes a este
ultimo grupo apresentaram significativas variagbes nos graus de KDVg. Foram
analisados, também, os niveis de express&o de dois outros genes (Bactina 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 relagbes internas
entre vg, HJ e usp. Os resultados deste experimento estdo resumidos na Figura
2.10, e confirmaram a relagédo entre niveis de Vg e titulos de HJ, e entre titulos de

HJ e niveis de expresséo de usp de Apis mellifera.

2.2.3.2.-usp ndo 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 expressdo de seu mensageiro em
operarias de Apis mellifera lembra o perfil do titulo de ecdisterdides nesta casta (ver
proximo capitulo; Pinto et al.,, 2002), era esperado que usp aumentasse sua
expresséo sob a influéncia de 20E exdgena. Para testar isto, nos injetamos 5ug de
20E em Pb-Pbl (caracterizadas por possuir titulos de 20E em queda) e tomamos
amostras de RNA dos corpos gordurosos 1,5h, 24h e 48h apods o tratamento.
Surpreendentemente, ndo observamos aumento na expressdo de usp nos animais
submetidos a 20E exdégena (Figura 2.11). Pelo contrario, os animais apresentaram
uma diminuigdo, apesar de estatisticamente n&o significativa, nos niveis de

expressdo de usp apos 24h do tratamento (Figura 2.12).
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Figura 2.1.- Sequiéncias nucleotidica do cDNA e aminoacidica do Usp de fémeas
de Apis mellifera. Os residuos pertencentes ao dominio conservado C (DBD) estéo
sombreados e os correspondentes ao dominio D estéo sublinhados. Os primeiros e

os ultimos residuos pertencem aos dominios A/B e E/F respectivamente.

Os

numeros nas margens correspondem a sequéncia do cDNA. Seqléncias de
aminoacidos conservadas estdo em negrito e italico.
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A)

A/B c D E/F

N 109 23 [SEEE il C

B) DBD LBD
Locusta migratoria 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.-Representagdo esquematica da organizagdo do AmUsp indicando o
nimero de aminoacidos em cada dominio (A) e as percentagens de identidade de
residuos aminoacidicos de varios DBDs e LBDs relativos aos do AmUsp (B). As
sequiéncias de cDNA (de corpo gorduroso de rainhas e cérebro de operarias) foram
depositadas no GenBank sob os nimeros 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.
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Figura 2.3.-Analise por Northern blot mostrando tamanhos moleculares dos
transcritos de usp em fémeas de Apis mellifera. A esquerda, RNA poli A+ (10ug) de
abdome de rainhas (R) e operarias (O). A direita, RNA poli A+ de operarias tratadas
com HJ (1pg).
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Figura 2.4.-Estimativa por Southern blot do nimero de copias de usp. Trinta ug de
DNA gendémico foram digeridos com as endonucleases indicadas acima. A
membrana foi hibridada com uma sonda luminescente de 850pb correspondente a
extremidade 3’ do cDNA de usp de Apis mellifera.
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Figura 2.5.-Alinhamento das sequéncias aminoacidicas do DBD de Usp/a-RXR de
crustaceo, dipteros, lepidopteros, vertebrados e platelminto. Boxes cinzas indicam
aminoacidos idénticos. Os nomes cientificos completos e os nimeros de acesso no
GenBank estdo na Figura 2.2.
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Figura 2.6.-Alinhamento das seqliéncias aminoacidicas do LBD de Usp/a-RXR de
insetos, dipteros, lepidopteros, vertebrados e platelminto. Boxes cinzas indicam
*. posicéo de residuos que interagem com o 9-cis AR no a-
RXR humano. Os nomes cientificos completos e os numeros de acesso no

aminoacidos idénticos.

DHKPRSLSTSNSTSKLPDTTPTINSTDISNITDDPPENSISDISKDCTIQMKKIKSVPLD

——————— SRNTAPPQLICHMPGMTLHRNSALQAGVGQIFPR-~-~--====-==-=--VLS
——————— SRSTAPPQLMCHMPGMTLHRNSALQAGVGQIFR-~~~~=~==~------VLS
——————— TRSTTQPQLMC@M?GMTLHRNSAQQAGVGAIF$
HDGSFERRSPGLQPQQLFQNQSFSYHRNSAIKAGVSAIFQR

—————— SRITVRQPQLMC@GPNFTLHRNSAQQAGVDTLF@

—————— SLERRQISQQMCESRNYTLGRNMAVOAGVVQIFBR-~~~====--------ILS
———————————————— TVEATGLTVHRNSAHQAGVGTIFPR-~=~===~=======-VLT
———————————————— IVLATGITVHRNSAQQAGVGTIFPR----------------VLS
———————————————— TVLATGLTVNKTSAHAVGVGNIYPR----=========-=-VLS
———————————————— ILpATGLHVHRNSAHSAGVGAIFﬁR————----————————VLT
———————————————— ILLATGLHVHRNSAHSAGVGATFPR----==--=---=--=-VLT
———————————————— IV%ATGLVIHRSSAHQAGVGA:FﬂR————————————————VLs
ERMDYYYSNFPEFHLLNN%TKPMDNNNNDSISShPTNINnNSVDDDMIRhRNTNVYRLIY
* %k W *

ELSLKMRSLRMDQAECVALKAIIL BDVKGLKN--KQEVDVLREKMFLCEDEYCRRSRG
KAIILLYN DVKGLKN——KPEVVVL%EKMFSC%
KATVLLNBDVKGLKN--RQEVDVLREKMFSCHDDYCRRSRS
KATILYNBDIRGIKS--RAETEMCREKVYACLDEHCRLEHP
KATILFNE DIRGLKC-—RADVEVC%EKIYAC@DEHCRTEHP

EHVAKMREMKMDKTﬁLGC SVILFN EVRGLKS——AQEVELLKEKVYA
ELVSKMREMKMDRT%LGC%RSIIL
EL NKMKEMKMDKT&LGC%RAIILY( TCRGIKS——VQEVEML@EKIYGV{EEYTRTTHP
gMRDMQMDKTELGC&RAIVL ; DSKGLSN-—PAEVEAL@EKVYASfEAYChHKYP
AMRDMQMDKT@LGC%RAIVL ’DSKGLSN--PAEVEALBEKVYASLEAYCKHKYP
AKGLNC—-VNDVEILﬁEKVYAA%EEYTRTTYP
SMTCLNNIRSLIELL%DQVYAG%EYYCNQVWP

-AEEGR : ALRSISLKCFEHLYFFHLVADTSIASYIHDALRNHAPS ———————
-NEEGRFAS] RiPALRﬁISLKSFEHLYFFHLVAEGSISGYIREALRNHAPP ———————
RxPALR§ISLKCQDHLFLFRITSDRPLEELFLEQLEAPPPP ———————
L IRIPALRS T SLKCLDHLFFFRLIGERALEELIAEQLEAPIC-—~~~--=
LPALR§ISLKCLDHLNFIRLLSDKHLDSFIVEMLDMPI-~=~~=~==
PALR§TSLKCLDHLFYFQLIDDKNVENSVIEEFHKLN-~-~----=
PSLRSIGLKCLEHLFFFRLIGDVPIDTFLMEMLESPSDS------~
IPATRSIGLKCLEYLFFFKMIGDVPIDDFLVEMLESRSDP-—----=
LPALRSIGLKCSEHLFFFKLIGDVPIDTFLMEMLESPADA- -~~~ ==
"PALRSIGLKCLEHLFFFKLIGDTPIDTFLMEMLEAPHQM ———————
LPALRSIGLKCLEHLFFFKLIGDTPIDTFLMEMLEAPHQA-~-~=-~
PALRSIGLKCLEYLFLFKLIGDTPLDSYLMKMLVDNPNTSVTPPTS
SNFQ§VARRIEKLICSNELNNLLNNLESIFSYLSKKKVD----~--=

GenBank estdo na Figura 2.2.
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sequéncias

aminoacidicas do DBD (A), LBD (B) e da proteina Usp inteira (C). Estas analises
foram realizadas usando MEGA version 2.1 (Kumar et al.,, 2001). Os nomes
cientificos completos e os numeros de acesso no GenBank estado na Figura 2.2.
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Figura 2.8.- Expressao de usp ap6s o tratamento de pupas (Pbm-Pbd) de rainhas e
operarias de Apis mellifera com HJ (10ug). A) Exemplo de analise por RT-
PCR/Southern blot. 28S: bandas em géis de agarose corados com brometo de
etidio correspondentes ao produto de amplificagdo do rDNA de 28S utilizado como
controle. Nimeros indicam horas apds tratamento. B) Representagéo grafica dos
valores densitométricos correspondentes as bandas de usp de dois experimentos.
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Figura 2.9.- Resposta na expressao de usp de pupas de operarias de Apis mellifera
apds o tratamento (2,5, 12 e 24h) com10ug de HJ. A) Exemplo de analise por RT-
PCR/Southern blot. 28S: bandas em géis de agarose corados com brometo de
etidio correspondentes ao produto de amplificagdo do rDNA de 28S utilizado como
controle. Duragéo de tratamentos em horas. B) Representagdo grafica dos valores
densitométricos correspondentes as bandas de usp de dois experimentos. Todas
as amostras foram tomadas de pupas Pbm-Pbd.
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Figura 2.10.- Resumo esquematico dos resultados do experimento de knock-down
de vg. O tamanho das barras ¢é arbitrario. Os valores embaixo de cada barra
correspondem a media de 2-4 medigGes (entre paréntesis: erro padréo). Os valores

de expressdo génica estdo representados por

unidades densitométricas

correspondentes a bandas de amplificagdo por RT-PCR semiquantitativa do
respectivo cDNA (experimentos independentes). Os titulos de HJ estdo em pg/ul.
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 expressédo de usp de pupas (Pbl) de fémeas de Apis
mellifera logo apés o tratamento (1,5h) com 5ug de 20E. A) Rainhas, B) Operarias.
Representagdo grafica dos valores densitométricos correspondentes as bandas de
usp de dois experimentos.
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Figura 2.12.- Resposta na expressdo de usp de pupas de operarias de Apis
mellifera apés o tratamento (1,5, 24 e 48h) com 5ug de 20E. A) Exemplo de analise
por RT-PCR/Southern blot. 28S: bandas em géis de agarose corados com brometo
de etidio correspondentes ao produto de amplificacédo do rDNA de 28S utilizado
como controle. C: Controle, 20E: Tratado com 20E. B) Representagao grafica dos
valores densitométricos correspondentes as bandas de usp de dois experimentos.

Todas as inje¢des foram feitas em

pupas Pb-Pbl.
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2.3.-Discusséao
2.3.1.- Organizacgao estrutural e filogenia molecular funcional do Usp de
Apis mellifera (AmUsp)

O alto grau de identidade do AmUsp com os ortélogos de outras espécies
animais e a organizagdo protéica determinada por analises in silico indicam que
AmUsp € um membro da superfamilia de receptores nucleares, especificamente um
ortélogo 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
copia simples da origem a mais de um transcrito. As duas bandas de hibridagao
observadas em amostras provenientes de cabecas de operarias e a banda simples
detectada em amostras de abdomes sugerem um padréo de expressao diferencial
nestes oOrgéos, resultando, provavelmente, do processamento alternativo do
transcrito original (analises in silico preliminares indicam que o mRNA de 4kb
estudado encontra-se espalhado por aproximadamente 15kb de DNA gendmico).
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 seqiéncia da regido N-
terminal do dominio A/B. Em Bombyx mori, porém, um polipeptidio Unico é
produzido apesar de ocorrer multiplos transcritos que diferem na regido n&o
traduzida (Tzertzinis et al., 1994).

Ao contrario do seu homoélogo em vertebrados, RXR, nao se tinha ainda
descoberto um ligande para Usp, e este era considerado um receptor nuclear érfao.
Ademais, experimentos de difracdo de raios X e modelagem molecular de Usp/RXR
sugeriam um LBD de Usp de dipteros e lepidopteros incapaz de atuar mediante
ligande, por possuir sequéncias conservadas (sendo FLRVGP a maior) que

determinariam uma conformacgédo “antagénica” bastante forte (prevenindo a unido
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de co-ativadores), caso em que a unido de ligande nao faria sentido (Clayton et al.,
2001; Billas et al., 2001).

Porem, Usp de Apis mellifera possui algumas caracteristicas que podem
permitir atividades dependentes de unido de ligande. Em primeiro lugar, sua
sequéncia é muito similar ao RXR de vertebrados, o qual liga 9-cis acido retinoico
(Mangelsdorf et al., 1992; Chambon, 1996), uma molécula com parecido estrutural
com o HJ. Esta semelhanca se reflete na topologia das arvores obtidas a partir da
analise do LBD ou da proteina inteira do AmUsp. Em ambos casos AmUsp 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 distancia filogenética existente entre artropodos e vertebrados. Ademais, o
AmUsp possui 19 dos 22 aminoacidos presentes no RXRa humano que conferem
capacidade de ligar 9-cis acido retindico (Bourguet et al., 1995; Sasorith et al.,
2002), sendo os trés restantes substituicdes conservadas. Finalmente, Usp de Apis
mellifera possui a sequéncia consenso FLMEMLE, denominada fungéo de ativacdo
2 (AF-2; Danielian et al.,, 1992; Durand et al., 1994; Bourguet et al., 1995). Em
receptores nucleares dependentes de ligande, esta sequéncia constitui o sitio de
unido de moléculas co-reguladoras que possuem o dominio LxxLL (Danielian et al.,
1992; Durand et al., 1994; em Glass & Rosenfeld, 2000).

A confirmac&o relativamente recente de que Usp, pelo menos de Drosophila,
e tal vez de Heliothis virescens (com os quais se fizeram estudos de cristalografia e
modelagem), liga HJ-lll, apbés o que homodimeriza e muda a sua conformacgéo
ganhando fung&o de ativador transcricional (Jones & Sharp, 1997; Jones & Jones,
2000; Jones et al., 2001; Xu et al., 2002; Sasorith et al., 2002), levanta duvidas
sobre o significado da semelhanca nas seqténcias do LBD dentro do “grupo” de
Apis. Se este grupo possui também como receptor de HJ a Usp, qual é o

significado da semelhanca estrutural? Uma explicagdo plausivel seria a existéncia
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de mais de um ligande, cada um com diferentes afinidades pela sua proteina de
uniao. Neste modelo Usp atuaria como uma proteina 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 transcrigao liga de maneira especifica dois
compostos nao relacionados quimicamente, o acido deca-hexandico, presente em
celulas de mamiferos e recentemente identificado como um potencial ligande
endégeno do RXR em cérebros de camundongos, e o ligande sintético BMS 649.
Em ambos casos, os LBD-RXRs homodimerizam e exibem uma conformacéo ativa
previamente observada com 9-cis-AR (Egea et al., 2002). Ademais, estudos
cristalograficos levados a cabo com o Usp de Drosohila melanogaster e Heliothis
virescens sugerem a possibilidade de que este fator de transcrigao possa ligar
moléculas lipidicas como el diacilglicerol e varios fosfolipidios (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 poderia ndo somente
compartilhar um ligande (por exemplo o HJ) com o resto de artréopodos, mas
também poderia possuir mais de um ligande, cada um com seu respectivo nivel de
afinidade. Estes ligandes poderiam ser, por exemplo, metabdlitos do HJ-III, a Unica
forma de HJ conhecida em Apis mellifera (Hagenguth & Rembold, 1978). Existem
varios destes metabolitos e precursores, tais como o farnesol, o acido farnesoico, o
metil-farnesoato e o acido do HJ. Este Ultimo composto (e ndo o HJ) tem sido
demonstrado possuir fungdo hormonal na inducdo de competéncia para a
transcricdo de vg durante o desenvolvimento pds-embrionario de Manduca sexta
(Ismail et al., 1998).

Ademais, uma nova forma de Usp tem sido recentemente descoberta em
Locusta migratoria. ~ Esta €& caracterizada por um nUmero aumentado de
aminoacidos na regido das hélices 2 e 3 do LBD (Hayward et al., 2003). Esta

‘inser¢éo” localiza o Usp de Locusta mais perto do de Apis e do RXR humano. De
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acordo com os autores, esta caracteristica faz da isoforma maior do Usp (em vez
da menor) de Locusta migratoria uma boa candidata para possuir atividade
dependente de ligande.

A existéncia de ligande(s) para RXRs e para Usp em alguns dipteros e para o
grupo ApLoTe sugere um surgimento evolutivo independente em diferentes grupos
de animais da capacidade de unir ligande deste fator de transcrigdo. Porém, o
descobrimento de que o RXR de Tripedalia cystophora (um cnidario) liga 9-cis AR
(Kostrouch et al., 1998) sugere que esta relagéo entre proteina e ligande surgiu
evolutivamente cedo e que pode ter sido perdida em alguns grupos. A outra
possibilidade & simplesmente nossa ignorancia sobre a existéncia de ligandes nos

restantes grupos animais.

2.3.2.-Amusp néo parece responder a ecdisona exégena

Em nossos experimentos ndo observamos um aumento na expressao de usp
depois do tratamento com ecdisona, mas pelo contrario, observamos uma redugao
na expressao de usp depois de 24h. Efeitos similares da acdo de ecdisterdides na
expressao de usp foram observados em Cydia pomonella. A expresséo de usp nos
corpos gordurosos (mas n&o nos ovarios) foi dramaticamente inibida pelo
tebufenozide e pelo metoxifenozide depois de 24h de exposicao (Sun et al., 2003).
Uma expresséo constitutiva (independente dos titulos de 20E) de usp foi também
relatada por Matsuoka & Fujiwara (2000). Estes autores observaram que tanto os
discos imaginais de Bombyx mori deficientes para fI (mutante para formacéao de
asa) quanto os normais respondiam de maneira semelhante a variacées de
concentragdo de 20E em cultivos in vitro destes 6rgéos.

Na epiderme abdominal de Manduca sexta, o perfil de Usp-2 durante os
ultimos estagios larvais semelha o dos ecdisterdides, e sua expressao é aumentada

por estes horménios. Porém, Usp-1 nao responde a ecdisterdides, mas sim ao HJ,
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cujo perfil € semelhante ao da expressdo de Usp-1 na maior parte do
desenvolvimento larval (ver Hiruma et al., 1999). Assim, parecem existir diferencas
nas respostas a horménios entre diferentes isoformas de um mesmo fator de

transcricdo. Estes resultados sugerem que a expressao de Amusp (pelo menos a

isoforma estudada) nédo é ativada por ecdisterdides.

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

Além da sua organizagéo estrutural, outras evidéncias sugerem que o Usp de
Apis mellifera pode ligar HJ (ou um metabdlito) e que sua expressdo pode ser
modulada pelos titulos deste horménio. Primeiramente, a expressdo de usp
aumenta quando pupas de ambas castas sdo submetidas a HJ exdgeno. Ademais,
animais com titulos enddgenos altos deste horménio (knock-down para vg)
possuem altos niveis de expressdo de usp. Esta Ultima evidéncia elimina também
uma eventual agédo nao fisiologica da quantidade de HJ aplicada in vivo nestes
animais (Barchuk et al., 2002). Estes resultados sugerem que Usp de Apis mellifera
pode possuir fungdes dependentes de ligande e indicam o gene usp como um
membro primario na cascata de expressdo génica promovida pelo HJ. Resultados
semelhantes foram obtidos por Chung et al. (1998) que aplicaram acido retindico ao
caranguejo Celuca pugilator (cujo RXR é muito similar ao ortélogo dos membros do
grupo ApLoTe). Estes autores encontraram que a expressdo de CpRXR era
significativamente maior em animais submersos em agua de mar com all-trans-AR
quando comparada com os animais controle. Ademais, all-trans-AR é capaz de
induzir a expressao de seus receptores RXR e RAR em embrides de camundongo
e em varias linhas celulares (Jiang et al., 1994; Copper et al., 1997; Gianini et al.,

1997].



3. ultraspiracle no desenvolvimento
pos-embrionario tardio de Apis
mellifera
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3.1.-Introdugio

A capacidade reprodutiva € uma das caracteristicas 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 inicio de expressio casta-
especificos (Engels et al.,, 1990; Barchuk et al., 2002; Piulachs et al., 2003). O
inicio da expressdo de vg em Apis mellifera acontece ainda durante o
desenvolvimento pos-embrionario. Recentes trabalhos identificaram transcritos
deste gene durante a maior parte do desenvolvimento larval e no final do
desenvolvimento pupal de operarias (Barchuk et al., 2002; Piulachs et al., 2003; K.
Guidugli, com. pessoal). Interessantemente, os ambientes hormonais destes dois
periodos s&o equivalentes, estando caracterizados por titulos relativamente altos de
horménio juvenil (HJ) e baixas concentragtes de ecdisterdides (ver Hartfelder &
Engels, 1998). Experimentos de aplicagdo de horménios durante o
desenvolvimento pupal de rainhas e operarias mostraram a agao promotora do HJ
na expressdo de vg no final deste periodo e a acgdo inibitéria dos ecdisterdides
(Barchuk et al., 2002). Juntos, estes resultados sugerem a participacdo do HJ na
regulacéo da expressao desta proteina.

Outro processo que em Apis mellifera acontece durante o periodo pupal e que
tambem parece depender de um ambiente hormonal com decrescentes titulos de
ecdisterdides € a melanizagao cuticular (Zufelato et al., 2000). Apesar de se poder
observar expressdo do gene da pro-fenoloxidase (proPo, precursor da enzima que
participa na sintese de melanina) durante todo o periodo pupal, esta expressio é
bem mais intensa no final deste periodo, quando os titulos de ecdisterdides nestes
insetos sdo relativamente baixos e os do HJ comegam a experimentar um leve
aumento (Lourencgo et al., 2004; Rembold, 1987). Ademais, titulos artificialmente
aumentados de HJ durante o desenvolvimento pupal levam a um adiantamento no

inicio do processo de pigmentagao cuticular (Bitondi et al., 1998; Zufelato et al.,



ultraspiracle no desenvolvimento pos-embrionario tardio de Apis mellifera 53

2000). Assim, a transcricdo de ambos genes (vg e proPo) parece acontecer em
situacdes semelhantes e responder aos mesmos fatores.

A proteina Usp tem sido considerada normalmente como parceira de EcR na
formagéo 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 fungéo néo deve ser tao restrita, se considerarmos que fatores de transcrigao
usualmente interagem com muitos outros, com a adicional participacdo 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 rapido acumulo do transcrito de usp tanto em pupas de
rainhas quanto de operarias e que as duas isoformas se expressam
diferencialmente no corpo do animal. Ainda, a analise da organizagao
aminoacidica de Usp sugere uma eventual capacidade de unir ligande (Capitulo 2).
Assim, o HJ participaria no controle da expressédo de vg e da proPo, através da
mediacao da proteina Usp. Um primeiro passo na compreensao deste processo
seria a analise da expressao de usp durante o periodo de expressao dos genes
alvo (vg, proPo), e, eventualmente, a avaliagdo de sua participagao no controle da
expressao destes genes. Por outro lado, sdo poucos os dados disponiveis sobre o
papel de Usp durante o desenvolvimento pupal. Por isso, decidimos:

e Determinar o perfil de expressao de usp no corpo gorduroso (responsavel

pela sintese de Vg) durante o desenvolvimento pds-embrionario tardio de

fémeas.

e |dentificar potenciais genes alvo de Usp no desenvolvimento pupal.



ultraspiracle no desenvolvimento pds-embrionario tardio de Apis mellifera 54

3.2.-Resultados

3.2.1.-A expressao de usp em pupas de fémeas e adultas jovens

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

Para determinar o perfil de expressao de usp obtivemos cDNA de fita simples
a partir do RNA total do corpo gorduroso de todos os estagios pupais de rainhas e
operarias. Sobre estes cDNAs aplicamos PCR semiquantitativa com primers
especificos para uma regido localizada perto do extremo 5' de Usp de rainhas.
Estes produtos foram submetidos a Southern blot e identificados mediante o uso de
uma sonda especifica de 544pb.

Nestes experimentos foi observado que os maiores niveis de expressao do
MRNA de usp em operarias acontecem no inicio do periodo pupal (Pw), diminuindo
sensivelmente até Pha (préximo a emergéncia), e evidenciando um claro pico em
Pbm (Figura 3.1). Os niveis de expressado de usp em rainhas parecem ser basais
na maior parte do periodo pupal, excetuando os ultimos estagios, quando se tornam
semelhantes aos niveis presentes em operarias. Os valores de expressao
encontrados no inicio do periodo em rainhas foram bastante variaveis (ver Figura

3.1), pelo que a aparente diferengca em relacao aos observados em operarias deve

ser considerada cuidadosamente.

3.2.1.2.-A expressdo de usp no CG de fémeas de 0-10 dias de idade
adulta

Os titulos de HJ aumentam sensivelmente desde niveis basais no final do
periodo pupal até um pico ao redor do 3° dia apdés a emergéncia do adulto em
operarias de Apis mellifera. A partir deste pico, os titulos comegam a diminuir para
se tornar novamente basais até aproximadamente o 10° dia (desde quando os
titulos de HJ aumentam consideravelmente). Simultaneamente ao aumento nos

niveis de HJ durante os primeiros dias apos a emergéncia acontece tambem, e até
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um pouco além do 10° dia, um aumento claro nos niveis hemolinfaticos de Vg. Se
Usp nestes insetos media as agbées do HJ, nés poderiamos esperar um aumento
semelhante nos seus niveis durante o mesmo periodo, e isto poderia sugerir sua
participagcdo na promogao da expressao de vg, expressado que esta controlada por
HJ (Barchuk et al., 2002). Para avaliar os niveis de usp em abelhas jovens nés
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 operarias, e em B), um grafico construido com os valores densitométricos
obtidos a partir das bandas amplificagdo do mRNA de usp de dois experimentos.
Pode-se observar que os perfis de expressdo de usp em ambas castas sao
semelhantes, diferenciando-se no momento em que ambas evidenciam um leve
aumento. As rainhas mostram este pico ja no 2° dia de vida, enquanto que as

operarias o fazem ao redor do 4° dia de vida adulta.
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Figura 3.1.- Perfil de expressédo de usp durante o desenvolvimento pupal de
fémeas Apis mellifera. Representagdo grafica dos valores densitométricos
correspondentes as bandas de amplificagdo por RT-PCR/Southern blot do mRNA
de usp de corpo gorduroso de rainhas e operarias (valores de pelo menos dois
experimentos, normalizados pelos niveis de Bactina). Pw:pupa de olho branco,
cuticula ndo pigmentada; Pp:pupa de olho rosa, cuticula ndo pigmentada; Pb:pupa
de olho marrom, cuticula ndo pigmentada; Pbl:pupa de olho marrom, toérax
levemente pigmentado; Pbm:pupa de olho marrom, térax medianamente

pigmentado; Pbd: pupa de olho marrom, térax fortemente pigmentado; Pha:farato
adulto.
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Figura 3.2.- Titulos de ecdisteréides hemolinfaticos no desenvolvimento pupal de
rainhas e operarias de Apis mellifera (Pinto et al., 2002).
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Figura 3.3.- Perfil de expressdo do mRNA de usp no corpo gorduroso de abelhas
Apis mellifera jovens. A) Exemplos de RT-PCR/Southern blot. 28S: bandas em géis
de agarose corados com brometo de etidio correspondentes ao produto de
amplificagdo do rDNA de 28S utilizado como controle. B) Representagéo grafica
dos valores densitométricos correspondentes as bandas de amplificagdo do mRNA
de usp de dois experimentos.
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3.2.2.-Fendtipo de pupas de abelhas knock-down para usp

Apos serem sugeridos como abordagens adequadas para o estudo de certos
problemas em insetos (Misquitta & Paterson, 1999; ver também Hannon, 2002), o
fendbmeno de interferéncia por dsRNA e a possibilidade de sua utilizagdo 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 operarias
knock-down para usp (da isoforma cuja seqliéncia conhecemos), e desta maneira
avaliar o papel deste fator de transcrigdo no desenvolvimento pupal destas abelhas,
especificamente, sua participagdo no controle da expressao de vg e de proPo ao
final do periodo pupal (Barchuk et al., 2002; Piulachs et al., 2003; Lourenco et al.,
2004).

Injetamos em operarias Pw (ver Tabela 5.1) 5ug de dsRNA correspondente a
606pb da regido 3' do cDNA de rainhas (AY273778), que inclui a ultima parte do
LBD e a primeira parte da regido nao traduzida. Seguimos o desenvolvimento
destas pupas até as controle estivessem prestes para a emergéncia (Pha). Nos
utilizamos dois grupos controle: Um formado por pupas que receberam injecdes de
volumes equivalentes de agua autoclavada, e o outro, por pupas que foram
mantidas sem tratamento algum (ndo foram encontradas diferengas entre estes
dois tipos de controle). A conseqUéncia mais evidente da diminuigcdo da presenca
do transcrito de usp foi um atraso no desenvolvimento pupal (Figura 3.4 e 3.5). Isto
pode ser observado fundamentalmente pelo grau de pigmentacao corporal (na
maior parte do periodo) e pelo desenvolvimento de estruturas como asas e cerdas
(final do periodo pupal). Enquanto as pupas controle alcangavam o estagio de Pb,
as injetadas com dsRNA de usp se encontravam em Pp (Figura 3.4 A1-A3). Esta
situagdo continuou até as controle alcangarem o estagio de Pha, momento em que
as KDusp se encontravam em Pbm-Pbd (Figura 3.4 C1-C3). Uma caracteristica
molecular considerada para a avaliagdo 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 inicio do 5° estagio larval até o estagio de Pbm de operarias (Figueiredo et
al., 1996). Ja nos estagios Pbd e Pha esta atividade ndo é encontrada. Em nossos
experimentos, as abelhas controle ndo apresentaram atividade da esterase 2a
enquanto as KDusp evidenciaram nitidas bandas (Figura 3.5).

Como era de interesse conhecer o efeito da diminuicdo da expressao de usp
no inicio da expressao de vg no final do periodo 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 sintese de cDNAs,
com os quais realizamos PCR semiquantitativas. Um resumo deste experimento
encontra-se na Figura 3.6. O grafico desta figura mostra os niveis relativos de
expressao génica entre as abelhas injetadas com dsRNA para usp e as controle
sem tratamento (ndo foram incluidas nestas analises as abelhas controle que
tinham sido injetadas com agua). Como se pode ver, a expressao de usp caiu
aproximadamente pela metade nas abelhas tratadas, mostrando assim uma
diminuicao de niveis de transcrito (knock-down) e ndo sua completa desaparigao.

A diminuicdo dos niveis de transcricdo de usp se relaciona com uma
diminuicéo significativa (também aproximadamente pela metade dos seus niveis em
abelhas controle) nos transcritos de ftz-f1 e do gene da esterase do horménio
juvenil (ehj). Ja a expressao de vg e do gene da pro-fenoloxidase (proPo) nao
pareceu modificar-se nas abelhas tratadas quando comparadas com o controle,
apesar de este Ultimo transcrito parecer estar menos representado nas abelhas
KDusp. Os niveis de expressdo da pactina, utilizada como controle, foram
semelhantes em ambos grupos de abelhas.

De maneira interessante, algumas abelhas KDusp dificiimente conseguiam
ultrapassar o estagio de Pbm. Ademais, quando as pupas foram injetadas em Pb,

nao observamos diminuicdo da expressdo de usp em amostras tomadas em Pbd-

Pha (nos mesmos estagios que quando injetamos em Pw; resultado ndo 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 H,0. Barras: C3=4mm, outras=2mm
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Controle KDusp Controle/H,O

Figura 3.5.- Persisténcia da atividade esterase 2a em pupas de operarias Apis
mellifera KDusp. 1 e 4: esterases que ndo mostraram alteragéo na sua atividade em
abelhas KDusp.
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Figura 3.6.-Efeito do knock down de usp sobre a expresséo de genes especificos
de Apis mellifera. Médias e erros padrdo em unidades densitométricas (UD).
Resultados obtidos através de uma série de experimentos independentes. (*)
amostras com diferengas estatisticas (test-t P>0,001).
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3.3.-Discussiao
3.3.1.-Expressédo de usp durante o desenvolvimento poés-embrionario

tardio
Os perfis de expresséo de usp durante o periodo pupal parecem ser casta-
especificos, com operarias mostrando niveis mais importantes no inicio do periodo
€ um pico em Pbm, contrastando assim com o que acontece em rainhas, onde
apenas niveis basais de expressdo foram detectados. Mas, como os valores
encontrados no inicio do desenvolvimento pupal de rainhas apresentaram variagdes

significativas, a diferenca na expresséo de usp durante estes estagios entre ambas
castas pode ser menos evidente que a observada.

De maneira geral, o perfil de expresséo de usp em operarias acompanha a
modulacéo dos titulos de ecdisterdides nesta casta (ver Figura 3.2; Pinto et al.,
2002), que diminuem gradativamente desde Pp até o final do desenvolvimento
pupal. Porém, no inicio do periodo (Pw), enquanto os niveis de expressao de usp
s&@o os mais elevados, os titulos de ecdisterdides s&o intermédios. O perfil destes
horménios em rainhas é semelhante ao encontrado em operarias, diferenciando-se
nos titulos correspondentes a Pw, que em rainhas é equivalente ao presente em
operarias Pp. No entanto, os niveis de expressdo de usp ndo parecem seguir os
titulos de ecdisterdides. Como normalmente a expressdo de um receptor nuclear
durante o desenvolvimento pés-embrionario é estimulada pelo seu ligande (Tata,
2000), esta situacéo sugere a existéncia de um mecanismo complexo de regulagao
da expressdo de usp em fémeas de Apis mellifera. Assim, os niveis altos de
expressao durante a primeira parte do desenvolvimento pupal de operarias pode
ser uma resposta aos altos titulos de ecdisterdides. Neste contexto, Usp pode estar
formando parte do complexo receptor destes horménios, junto ao EcR
correspondente.  Situagdo semelhante foi observada em operarias de Melipona

scutellaris por R. Palo Mello (com. pessoal), onde os titulos de ecdisteroides e de
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expressdo de usp lembram os correspondentes em operarias de Apis mellifera.
Neste sentido, experimentos de determinagdo de perfis de expressdo de genes
correspondentes a receptores nucleares com respostas a ecdisteroides no
desenvolvimento de Drosophila, demonstraram que apesar de se expressar durante
todo os periodos estudados, usp o faz de maneira mais intensa logo apds picos
destes horménios (Sullivan & Thummel, 2003). Isto foi mais claramente observado
durante o desenvolvimento embrionario e em relacéo ao primeiro pulso de 20E da
muda metamorfica. De maneira interessante, o segundo pulso de 20E deste
estagio ndo se corresponde a um aumento nos niveis de expressao de usp. O
tempo que a transcricdo de um determinado fator de transcricdo dependente de
horménios leva para ser ativada depende muito provavelmente do grau de
intermediacéo da acdo hormonal.

O pico de expressdo de usp encontrado na metade da fase de pigmentacao
corporal de operarias tanto de Apis mellifera quanto de Melipona scutellaris néo
pode ser faciimente associado & agao direta dos ecdisterdides. O comportamento
de usp provavelmente esteja relacionado a acdo de outros fatores de transcricéao,
que podem estar participando dos processos que caracterizam esta parte do
desenvolvimento pupal. Em Pbm-Pbd acontece a maior expressio de pré-
fenoloxidase (Lourenco et al., 2004) e o inicio da express&o de vg (Barchuk et al.,
2002; Piulachs et al., 2003), ambos eventos associados a um leve aumento nos
titulos de HJ (Rembold, 1987). Esta expressdo de usp em operarias e a sua
recuperacao nos estagios finais de rainhas podem estar representando uma
resposta ao incremento nos titulos de HJ. Respostas positivas nos niveis do
transcrito de wusp ao aumento nos titulos de HJ foram demonstradas nos
experimentos de aplicagéo deste horménio apresentados no capitulo anterior (2).

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

quanto de operarias ja segue claramente os titulos de HJ na hemolinfa (em Bloch et
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al., 2002). O aumento de expresséo de usp que se inicia em ambas castas no final
do periodo pupal se correlaciona com um incremento equivalente nos titulos de HJ,
situagdo que continua até os dias 2-3 em rainhas e 3-4 em operarias, onde
acontecem os maiores niveis de ambos tipos de moléculas. A partir dai, os titulos
de HJ e os niveis de expressdo de usp diminuem gradualmente até
aproximadamente o dia 10 de vida adulta. Este paralelismo mostra uma resposta
natural do usp a indugéo da expressao pelo HJ, demonstrada em experimentos de
aplicagdo durante o desenvolvimento pupal. Por outro lado, os titulos dos
ecdisterdides sofrem uma queda muito importante no primeiro dia de vida apds a
emergéncia, recuperando-se levemente no segundo dia, mas voltando a cair a
partir do 4° dia até se tornarem basais, o que continua pelos proximos dez dias de
vida (Hartfelder et al., 2002). Desta forma, estes horménios s6 poderiam estar

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

de rainhas.

De maneira interessante, a expressdo de vitelogenina aumenta
significativamente durante os primeiros dias de vida adulta em ambas castas (em
Engels et al., 1990), processo que tem inicio no final do periodo pupal (Barchuk et
al., 2002; Piulachs et al., 2003). Esta situacdo poderia estar indicando uma acéo do
HJ sobre a expresséo de vg. Experimentos de aplicagéo de baixas doses de HJ em
operarias jovens mostraram uma agédo positiva deste horménio sobre a express&o
de vg. Altas doses, porém, mostraram ter efeito inibidor (Rutz et al., 1976; Pinto et
al., 2000), sugerindo a existéncia de um limiar permissivo sobre a expresséo de vg .
Altos titulos de HJ se correlacionam também com niveis baixos de expressio de vg
em operarias adultas, fase em que desenvolvem atividades fora da colméia (Fluri et
al., 1982).

Esta relagdo aparentemente positiva entre titulos de HJ, niveis de expressao

de usp e de vitelogenina sugere uma eventual participagéo de Usp na mediacdo
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dos efeitos deste horménio. Porém, os resultados dos experimentos de KDusp

levantam algumas duvidas.

3.3.2.-A expressao de usp é fundamental para o desenvolvimento pupal
de Apis mellifera

Nossos resultados obtidos mediante a utilizagdo da técnica de interferéncia
por RNA (Fire et al, 1998, Misquitta & Paterson, 1999; Hannon, 2002;
Gissendanner et al., 2003; Novina & Sharp, 2004) mostram a possibilidade de sua
utilizag&o para o estudo da modulagéo da expressao de genes reguladores durante
o desenvolvimento pupal em Apis mellifera. Os knock down obtidos mostraram néo
ser in-especificos e generalizados, toda vez que o gene controle (Bactina) e o da Vg
expressaram-se sem alteragées e os demais genes estudados mostraram ser
alterados diferencialmente. A utilizagdo com sucesso desta técnica em abelhas ja
foi reportada por Beye et al. (2002) e Amdam et al. (2003). Os primeiros autores
demonstraram que a injegdo de um fragmento de dsRNA de 300pb incluindo uma
sequéncia conservada é capaz de produzir embrides deficientes para genes
especificos. Mais recentemente, Amdam et al. (2003) lograram 96% de diminuicdo
da expresséo de vg em operarias adultas quando injetadas com vgdsmRNA logo
apos o nascimento. Quando a injecdo foi feita em embrides, estes autores
conseguiram 15% de operarias adultas knock down para vg. Estes resultados
abrem possibilidades de estudo de fungdo génica em organismos nao
tradicionalmente tidos como modelo de estudo e para os quais ndo se dispéem

mutantes especificos.
O atraso no desenvolvimento (avaliado pela pigmentagdo corporal, formagao
de cerdas e asas e persisténcia da atividade de esterase 2a) das abelhas knock
down para usp (KDusp) sugere a sua participagéo no inicio dos processos de

desenvolvimento pupal. Como Usp é considerado constituinte do complexo



ultraspiracle no desenvolvimento pos-embrionario tardio de Apis mellifera 66

receptor de ecdisona (Oro et al., 1990; Koelle et al., 1991; Yao et al., 1992; Yao et
al., 1993), sua deficiéncia em abelhas Pw (ver Tabela 5.1) ndo permitiria a
mediagéo correta dos processos dependentes deste horménio. Em Manduca sexta
e Drosophila melanogaster, a ecdisona durante o periodo pupal inibe a expressao
de Broad, evento que permite a concretizagdo da cascata de expressao génica
conducente a formagéo da cuticula e cerdas do animal adulto (Zhou & Riddiford,
2002). A diminuicdo da expressdo de usp em nossos experimentos pode ser
responsavel por uma eventual impossibilidade de formagao do complexo receptor
de ecdisona, o qual acarretaria uma liberacéo da expressdo de Broad, induzindo o
programa de formagéo de cuticula pupal, em lugar da adulta. Outra possibilidade
seria uma deficiéncia na formacdo de heterodimeros junto ao eventual parceiro
HR38 (Sutherland et al., 1995), um de cujos mutantes, em Drosophila, esta
associado a problemas na formagao da cuticula adulta (Kozlova et al, 1998). A
associagdo entre deficiéncia de usp e problemas no desenvolvimento cuticular de
Drosophila melanogaster foi demonstrada ha duas décadas por Perrimon et al.
(1985). Além disto, os autores encontraram em moscas mutantes para usp um
numero extra de espiraculos na regido posterior do abdome, alteragdo que teve
consequéncias histéricas para o conhecimento deste gene.

No contexto que acabamos de discutir, a nZo alteracdo dos niveis de
expressao de vg em abelhas KDusp foi duplamente surpreendente. Nem o atraso
no desenvolvimento nem a diminuigdo da expressdo de usp, potencial participante
no controle de sua expressdo, determinaram alteracdes nos niveis do seu
transcrito. Assim, a inducdo da expressao de vg pelo HJ nos Ultimos estagios do
desenvolvimento pupal (Barchuk et al., 2002) parece acontecer independentemente
de Usp ou mediante vias redundantes. Estes resultados contrastam com os obtidos
em dipteros sobre o mecanismo regulador da expresséo de proteinas vitelogénicas,

onde Usp aparece como um componente essencial. Em Drosophila melanogaster,
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a expressdo destas proteinas depende de fatores hormonais (20E e HJ) e
nutricionais (Bownes, 1994; Bownes et al., 1996). No mosquito Aedes aegypti, 20E
exerce sua ag¢ao indutora da expresséo de vg mediante a participacdo do complexo
EcR/Usp e da isoforma B do E74 (Martin et al., 2001; Zhu et al., 2003; Sun et al.,
2004), e da indugao de competéncia provida pelo HJ 1ll. Mais ainda, este hormanio
parece atuar aumentando a expressao de Bftz-f1 (Zhu et al., 2003), o qual € um
fator de competéncia na cascata de reagdes promovida por ecdisteroides (Lavorgna
et al, 1993; Broadus et al., 1999). Assim, nossos resultados mostram que para
compreender o mecanismo molecular do controle hormonal da expressdo de vg se
necessitam estudos de organizagéo e regulagéo do gene da vg de Apis mellifera.
De maneira interessante, um gene que mostrou diminuir sua expressdo em
pupas KDusp foi ftz-f1 (um receptor nuclear érfdo, R. Maleszka, BI946427 e com.
pessoal), indicando a participagdo de Usp no controle de sua expressdo. Isto
provavelmente ocorra de uma maneira indireta ou ainda n3o conhecida,
considerando que a expressao de fftz-f1 em Drosophila melanogaster é induzida
por DHR3, outro receptor nuclear que possui atividade dependente de ecdisona e
cuja transcricéo € 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 titulos de HJ se correlaciona
com um aumento nos niveis de expressdo de usp e uma queda nos niveis de
expressao de ftz-f1. Indicaria isto uma eventual particibac;éo ativa de Usp na
regulacdo negativa da expressdo de ftz-f1 em abelhas adultas? Um caso
semelhante se pode observar na metamorfose de Drosophila, onde é necessaria
uma expressao transitoria de ftz-f1 induzida por DHR3, o que permite a expressdo
correta de genes induzidos pelo segundo pico de ecdisona e determinantes —por
exemplo- da morte celular das glandulas salivares durante a pré-pupa tardia. Esta

janela de expresséo de fiz-f1 é possibilitada pela agao repressiva sobre este gene
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por parte do complexo receptor de ecdisona (Thummel, 2001a), do qual Usp &
parte. Esta contradicdo no modo de agdo de Usp sobre ftz-f1 pode ser apenas
aparente. Em primeiro lugar, os experimentos de KDusp foram realizados em
abelhas em desenvolvimento (periodo pupal) e nos de KDvg foram realizados com
operarias adultas. Eventuais alteragées durante o desenvolvimento nos fatores
participantes na regulagéo da expressdo génica podem ser responsaveis por esta
discrepancia. Outra possibilidade, ndo mencionada até o momento, é a decorrente
da existéncia de duas isoformas de usp em Apis mellifera (Figura 2.3). Assim, a
isoforma cuja expressdo é aumentada nas abelhas adultas KDvg pode néo ser a
mesma que a isoforma que € controlada positiva e “diretamente” pelo Usp durante o
desenvolvimento pupal. A regulagao diferencial da expresséo de ftz-f1 por usp e
uma eventual impossibilidade de discernir as isoformas deste Ultimo gene podem,
assim, estar por atras da aparente discrepancia na agéo de usp sobre a expressio
de ftz-f1. Estudos adicionais da organizagio génica de usp s&o necessarios para
resolver esta situagao.

Outro gene que diminuiu sua expressio nas operarias KDusp codifica uma
esterase do HJ (eh)). A esterase do HJ encontra-se envolvida na degradacéo do
HJ e assim, participa indiretamente na regulacdo de processos de desenvolvimento
dependentes deste hormoénio. A sequéncia 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 repeti¢bes diretas separadas por 4 nucleotidios, semelhante ao putativo
elemento de resposta a HJ (Kethidi et al., 2004). Este elemento de resposta media
a agao indutora e a repressora da transcrigdo 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

acao do HJ (direta ou indiretamente, Capitulo 2), a diminui¢io da expressao de ehj
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em abelhas KDusp estaria indicando uma eventual participagdo de Usp na
regulagcéo da expresséo de ehj.

A expresséo de proPo (pro-fenoloxidase) foi também diminuida nas pupas de
abelhas KDusp, mas de maneira menos evidente, encontrando-se este efeito s6
naqueles animais com maiores graus de knock down de usp. A pro-fenoloxidase é
a precursora da enzima que participa na via de sintese de melanina e possui um
papel importante no sistema de defesa imune dos insetos (em Lourenco et al.,
2004). Como o seu gene parece estar sob controle de ecdisteréides (M. Zufelato,
com. pessoal), sua expressao atenuada nas pupas KDusp sugere que a isoforma
de usp estudada nestes experimentos possa estar participando na mediacdo da
acéo destes horménios. O gene proPo 1 do vetor da malaria Anopheles gambiae
tambem responde a ecdisterdides, tendo sua expressdo aumentada por 20E em
células em cultivo (Muller et al., 1999; Ahmed et al., 1999). Estes resultados, além
de confirmar a agdo indutora dos ecdisteroides sobre a expressdo de proPo em
Apis mellifera (mostrada mediante experimentos de injecédo por M. Zufelato, com.
pessoal), sugerem a desvinculagdo deste processo, ao de pigmentagéo, que
depende de niveis decrescentes de ecdisterdides num ambiente com titulos de HJ
em aumento (Zufelato et al., 2000). Porém, a acédo positiva observada por Zufelato
dos ecdisterdides sobre a expressédo de proPo deve ser indireta, uma vez que o
aumento nos niveis de transcrito foram detectados aproximadamente 48h apés o
tratamento. Ademais, uma acdo direta dos ecdisterdides sobre a expresséo de
proPo néao explicaria os altissimos niveis de transcrito deste gene encontrados
desde o estagio pupal Pbd até os 20 dias de vida adulta, periodo caracterizado por
baixos titulos destes hormdnios e relativamente altos titulos de HJ (Lourenco et al.,
2004, Rembold, 1987; Bloch et al., 2002). Assim, uma outra possibilidade seria a
de Usp participar na regulagédo da expressao de proPo, no periodo mencionado

acima, mediando a agdo do HJ (lembrando que a diminuicdo da expressido de
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proPo em pupas KDusp foi detectada justamente neste periodo, Pbd). O acumulo
do transcrito de proPo 48h apds do tratamento com ecdisona (M. Zufelato, com.
pessoal) seria um efeito indireto e dependente de contexto. De qualquer maneira,
estas duvidas também requerem de esforcos relativos ao estudo da organizagao
génica, especificamente de regides reguladoras da expressao do proPo destas
abelhas.

Resumindo, as alteragbes de expressdo génica detectadas nas abelhas
KDusp possuem sua correspondéncia nos fenétipos externos observados durante o
desenvolvimento pupal das abelhas. Estas alteragdes morfoldgicas s&o explicadas
se consideramos que a diminuigdo da expressdo de usp trouxe uma atenuacgio
equivalente na atividade de outros genes com funcéo reguladora (ftz-f1 e ehj) e
uma queda de sua participagdo direta em certos processos do desenvolvimento
pupal. De maneira interessante, parece haver diferencas nos graus de
sensibilidade nos genes estudados a diminuigéo da presenca de transcritos de usp.
ftz-f1 e ehj apresentaram uma maior diminui¢do na sua express&o do que proPo,

que foi atenuado s6 nas abelhas com alto grau de KDusp (n&o mostrado).



4. Expressao de ultraspiracle e
desenvolvimento ovariano em
castas de Apis mellifera
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4.1.-Introducgao

Como amplamente conhecido em Apis mellifera, diferengas nutricionais
durante o periodo larval (ver em Beetsma, 1979; Jung-Hoffmann, 1966) induzem
um alto nivel de sintese de HJ pelos corpora allata das futuras rainhas, o qual
conduz a diferencas em tamanho e peso das fémeas e ao desenvolvimento
diferencial de ¢rgéos chave nas atividades casta-especificas destes insetos (ver
Michener, 1974; Engels & Imperatriz-Fonseca, 1990). Um destes 6rg&os, o ovério,
€ o responsavel pela caracteristica fundamental que determina a diferenciacdo de
castas, o trabalho reprodutivo (ver Figura 4.1).

O ovario € uma estrutura modular que em rainhas adultas é normalmente
formada por 150-200 unidades funcionais, os ovariolos. Ja as operarias adultas,
que normalmente nado produzem ovos, apresentam ovarios com 2-10 ovariolos
(Zander et al,, 1916; ver também Engels et al., 1990). O estabelecimento do
numero final de ovariolos acontece apds o inicio do 4° instar larval, ja que até ai o
numero de primérdios de ovariolos em ambas castas & de aproximadamente 150-
180. Mas apesar desta diferenciagdo morfoldgica acontecer relativamente tarde no
desenvolvimento larval, os niveis favoraveis de HJ as futuras rainhas encontram-se
ja no primeiro instar larval, estendendo-se até o inicio do 5° instar (ver Hartfelder &
Engels, 1998). O HJ, de fato, cumpre um papel importante na definicdo deste
polimorfismo. Schmidt Capella & Hartfelder (1998, 2002) mostraram que titulos
altos de HJ estdo associados a prevencdo da morte celular programada e a
proliferagéo celular no 5° estagio larval de ovarios de rainhas.

Em diperos existe um exemplo interessante da participacdo de usp na
diferenciacdo de ovarios, que mostra, ademais, uma clara conexdo entre a
qualidade da nutrigdo larval, a expressdo de usp e o desenvolvimento deste 6rgao.
Em larvas de Heteropeza pygmaea e Mycophila speyeri (Cecidomyiidae, Diptera),

especies que apresentam pedogénese (larvas com capacidade reprodutiva),
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quando criadas em ambiente com alimento com altos valores nutritivos, a
diferenciac&o das células ovaricas é acompanhada por um aumento na expressao
de usp, o que termina no desenvolvimento dos ovarios, permitindo, assim, a
mudanca do ciclo de vida destes organismos de metamérfico para pedogenético
(Hodin & Riddiford, 2000).

Se o HJ cumpre algumas de suas funges ligando-se a Usp ou simplesmente
induzindo a sua expressdo durante o desenvolvimento larval, este fator de
transcricdo (induzido pelos altos titulos de HJ, associados por sua vez a um
diferencial alimentar em favor de rainhas) poderia estar protegendo de alguma
forma as células ovaricas de rainhas da morte celular e permitindo um maior indice
de proliferagdo celular, processos responsaveis pelo desenvolvimento diferencial
destes orgé@os. Assim, decidimos avaliar o comportamento de usp nos ovarios

durante o desenvolvimento larval de Apis mellifera.
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4.2.-Resultados

4.2.1.-O mRNA de usp em ovarios de larvas de Apis mellifera

Para determinar o perfil de expresséo de usp em ovarios de larvas de rainhas
e operarias, tomamos amostras (n=20) de RNA dos estagios de desenvolvimento
L4, L5F2, L5S1 e L5PP3 (ver Tabela 5.1 e Figura 4.1) e as submetemos a analises
por RT-PCR semiquantitativa. Os resultados mostram que usp se expressa em
niveis mais importantes em rainhas entre os estagios L4 e L5F2, apesar de que
neste ultimo a diferenga respeito a expressdo em operarias nao é significativa
estatisticamente (Figura 4.2). A partir daqui a express&o de usp em ambas castas
sofre uma leve queda tornando-se seus niveis muito parecidos no estagio L5S1. Ja
em PP3 a expressdo em operarias parece sofrer um pequeno aumento (ndo
significativo estatisticamente), enquanto os niveis em rainhas permanecem
constantes. De maneira geral, os perfis de expressdo do mRNA de usp em ambas

castas parecem ser mui semelhantes, havendo uma diferenca em favor das rainhas

somente no 4° estagio larval.

4.2.2.- A proteina Usp é detectada somente em ovarios de larvas de
operarias

Para determinar se o perfil de expressdo do mRNA de usp encontrado nos

ovarios corresponde a um padrao semelhante de expressao protéica e, assim, com

a participagdo em algum processo bioldégico no desenvolvimento destes orgéos,

realizamos experimentos de imunofluorescéncia em ovarios inteiros utilizando

anticorpo anti Usp de Drosophila melanogaster (AB11). Foram estudados ovarios

de rainhas e operarias nos estagios 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 sé na regido de formagéo de clasters nos
ovariolos de operarias nos estagios L5F3 e L5S1. Nem nos ovarios dos demais

estagios larvais de operarias nem nos ovarios de rainhas foram encontradas

estruturas marcadas fluorescentemente.

Operarias Rainhas

F2

F3

PP3

Figura 4.1.- Ovarios de rainhas e operarias Apis mellifera durante o 5° estagio de
desenvolvimento larval (V. Favaretto).
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Figura 4.2.- Perfil de expressdo de usp nos ovarios de fémeas Apis mellifera
durante os estagios finais do desenvolvimento larval (F2, S1 e PP3=L5).
Representacéo grafica dos valores densitométricos correspondentes a bandas de
amplificacdo  por RT-PCR semiquantitativa. *=Estagio com diferenca

estatisticamente significativa na expressdo de usp entre ambas castas (test-t,
P=0,004).
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Figura 4.3.- Titulos hemolinfaticos de horménio juvenil e de ecdisterdides durante o
desenvolvimento de Apis mellifera (de Hartfelder & Engels, 1998).
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Figura 4.4.- Ovariolos dos estdgios larvais L5F3 e L5S1 de operarias (A e C) e
rainhas (B e D) Apis mellifera. As marcagdes fluorescentes (positivas para anti
Usp) se localizam na regido das células germinativas (setas). Barras: D= 105um; O
resto=60pum
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4.3.-Discussao

Os nossos resultados obtidos sobre os niveis de expressao de usp em ovarios
de larvas avaliados mediante a quantificagdo do seu transcrito ndo se
correspondem com os obtidos mediante a imunolocalizacdo da proteina Usp.
Enquanto o perfil do transcrito ndo sofre alteragdes significativas nem dentro nem
entre castas depois do 4° estdgio larval, a proteina foi detectada somente em
determinadas regides dos ovariolos de operarias prontas para a muda metamoérfica.

A diferenga na expressdo do mRNA de usp em favor de rainhas no 4° estagio
larval coincide exatamente com a maior diferenca também em favor de rainhas nos
titulos de HJ (os ecdisterdides em ambas castas sdo indetectaveis), situagéo que
parece se manter até F2 (ver Figura 4.3 e Hartfelder & Engels, 1998). Ja nos
seguintes estagios estudados, os niveis semelhantes de expressdo de usp
correspondem as fases do desenvolvimento onde os titulos de HJ sdo equivalentes
entre castas (em S1) e com a presenca simultanea de HJ e ecdisterdides em
importantes quantidades em ambas castas (em PP3). Estes resultados sugerem
que durante estes estagios do desenvolvimento larval, tal como ocorre durante os
ultimos estagios do desenvolvimento pupal e em abelhas jovens, a transcricao de
usp é regulada pelo HJ.

Niveis relativamente importantes de expressdo de usp durante o final do
ultimo estagio larval e durante a muda metamérfica foram também encontrados em
Drosophila melanogaster (Henrich et al., 1994). Estes niveis estariam suportando
as necessidades da proteina Usp, no complexo receptor de ecdisona, por parte do
mecanismo de resposta aos pulsos de ecdisterdides préprios desta fase do
desenvolvimento. A aparente desvinculagdo, em Apis mellifera, dos niveis de
mMRNA de usp dos de sua proteina sugere a existéncia de alguma forma de
regulagéo poés-transcricional ou a expressao desta Ultima em niveis ndo detectados

pela técnica utilizada.
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O 5° estagio larval de Apis mellifera é um estagio de diferenciacéo morfoldgica
ovariana entre ambas castas que esta caracterizado pela formacao de clasters de
células germinativas em rainhas e a morte celular em ovariolos de operarias
(Hartfelder & Steinbriick, 1997; Schmidt Capella & Hartfelder, 1998: 2002). Estes
dois processos sdo os responsaveis pela reducdo de mais de 10 vezes no nimero
de ovariolos ao contar do fim do 4° estagio larval até o final do 5° nas operarias, e
do desenvolvimento de uma “usina reprodutiva” no interior de rainhas.

Schmidt Capella & Hartfelder (1998) mostraram que titulos altos de HJ estdo
associados a prevengdo da morte celular programada no 5° estagio larval nos
ovarios de rainhas. Estes autores observaram, por microscopia éptica, que ovarios
de operarias que tinham sido tratadas com HJ no inicio do 5° estagio larval
mostravam uma nitida diminuicdo no numero de nulcleos apoptdticos, se
assemelhando assim ao encontrado em ovarios de rainhas. A morte celular
observada normalmente em ovarios de operarias (presente inicialmente na regido
das células germinativas) é precedida pela dissociacdo do sistema actina-
espectrina-fusoma, sistema que depende de HJ (Schmidt Capella & Hartfelder,
2002). A regido de celulas germinativas, que parece ser o centro de origem do

evento de morte celular, € justamente a regido que apresentou marcagdes positivas

para Usp nos experimentos de imunofluorescéncia. Assim, apesar de que a
transcricdo de usp parega depender de HJ durante o periodo estudado, a sua
proteina parece estar associada ao processo de morte celular, caracteristica de
ovarios de operarias.

Curiosamente, o momento das primeiras evidéncias de morte celular
observadas em ovarios de operarias coincide com o inicio do aumento nos titulos
de ecdisterdides (que até o ai ndo eram detectados) em presenca dos menores

titulos de HJ. Esta morte celular se acentua na fase S do 5° estagio larval e
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continua presente até a vida adulta (Schmidt Capella & Hartfelder, 1998;
Lambertucci, 2002).

Morte celular associada aos ecdisteréides ndo & um evento raro no
desenvolvimento de insetos (Robinow et al., 1993; Streichert et al., 1997; Zee &
Weeks, 2001; Pinto et al., 2003). As glandulas salivares de Drosophila sofrem
morte celular no inicio do desenvolvimento pupal, justamente apds o pulso de
ecdisona que marca a muda metamorfica (ver Thummel, 2001). A ecdisona,
mediada pelo seu complexo receptor, induz a expressdo de uma cascata génica
que inclui produtos reguladores e produtos especificos de morte celular. Um deles,
E93, parece poder desencadear eventos de morte celular sem fragmentacgao de
material genético (ver Thummel, 2001b). Curiosamente, Hartfelder & Steinbriick
(1997) néo conseguiram detectar DNA genémico fragmentado em géis de agarose

quando analisaram extratos de ovarios de operarias no 5° estagio de

desenvolvimento larval.

Estes resultados, embora sugiram uma relagcdo positiva entre os titulos de HJ
e niveis do mRNA de usp, néo indicam a proteina Usp como responsavel pela
mediagéo da prevengao da morte celular de ovariolos, mas sim, como associada ao
processo. Se for assim, provavelmente esteja fazendo parte do complexo receptor
de ecdisona. Desta maneira, niveis altos de HJ poderiam prevenir a morte celular
em ovarios de rainhas sem a mediagéo de usp, ou através da participacdo de uma

isoforma expressa diferencialmente e ndo detectada em nossos experimentos.



5.Material e Métodos




Material € métodos 82

5.1.-Animais e tratamentos hormonais

As abelhas (Apis mellifera, africanizadas) foram obtidas do Apiario
Experimental do Departamento de Genética da FMRP-USP, em Ribeirdo Preto
(SP).

Para se obter animais em desenvolvimento com idade controlada, uma rainha
adulta era capturada e deixada em condigdes para ovipositar durante 6 horas num
quadro adequado, e isolada por uma tela de confinamento. Para a obtengdo de
rainhas, larvas recém eclodidas eram transferidas instrumentalmente para células
“realeiras" aprovisionadas com geléia real e colocadas em quadros dentro de
coldnias de recria para seu desenvolvimento até o estagio desejado (Tabela 5.1).
Para a obteng&o de operarias, o quadro com as larvas restantes, obtidas da postura
controlada, era mantido na mesma coldnia de recria até que os animais estivessem
no estagio desejado. Em casos de necessidade de manutencéo fora da colonia, 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 avaliagéo dos niveis de expressdo de usp em fémeas
jovens (de O a 10 dias), as rainhas eram confinadas em pequenas gaiolas
individuais (que continham uma pasta de agUcar e mel em proporgéo 4:1) fixas a
uma barra de madeira e esta colocada dentro de uma colénia de recria e mantidas
até a idade desejada (Figueiredo et al., 2000). Para a obtencdo de operarias
adultas, animais recém emergidos eram marcados, com caneta, no torax e
introduzidos numa colénia pequena (nucleo) até a idade desejada.

Nos experimentos de avaliagéo da resposta de usp a HJ, foram realizados
tratamentos topicos de10ug de HJ-llIl (C,e-juvenile hormone, Fluka Biochemika,
59992) dissolvidos em 1pl de acetona, com o auxilio de uma seringa tipo Hamilton

(ou com micropipeta automatica). As utilizadas como controle recebiam 1ul de
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acetona.

As pupas tratadas com 20E recebiam uma injegéo entre o 2° e 3°

segmentos abdominais de 5ug do horménio dissolvidos em 1ul de 0,9% de NaCl.

As utilizadas como controle recebiam 1l de 0,9% de NaCl.

Tabela 5.1.- Estagios de desenvolvimento e caracteristicas identificatérias de

operarias Apis mellifera africanizadas (modificado de Michelette and Soares, 1993).

Estagio Caracteristicas

L1 0,0001-0,0003g

L2 0,0003-0,001g

L3 0,0015-0,004g

L4 0,004-0,0248¢g

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, cabega para cima e comprimento tibia-tarso= 1,4-
1,99mm, ainda bem transparente permitindo a visualizagéo do

intestino

PP2 imével, cabeca para cima e comprimento tibia-tarso=2,0-2,6mm

PP3 imovel, cabega para cima e compr. tibia-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 pigmentacao leve no térax

Pbm pupa de olho marrom , com pigmentacéo toracica média

Pbhd pupa de olho marrom com pigmentagéo toracica forte (dark)

Pha

semelhante ao adulto (adulto farato, pharate aduit)
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5.2.-lmunofluorescéncia em ovarios

Foram extraidos ovarios de rainhas e operarias nos estagios larvais L4, F1,
F2, F3, §1, 82, 83, PP1, PP2 e PP3 (ver tabela 5.1). As extracdes foram feitas
com o animal mergulhado em solugéo fixadora (paraformaldeido 4%). Apods a
extragao, os ovarios (8-12 de cada estagio) eram mantidos em solugéo fixadora por
2h, posteriormente lavados (2x10min) em solugdo de PBS (0,1M de fosfato de
sodio pH 7; 0,15M de NaCl) e mantidos a 4-8°C até processamento ulterior
(Schmidt Capella & Hartfelder, 2002) .

Antes da incubagdo com os respectivos anticorpos, os ovarios (pares
provenientes de rainhas e operarias da mesma idade) eram permeabilizados
através de lavagens (2x15min) em PBS-T (PBS com 0,2% de Triton-X 100).
Seguidamente eram incubados durante 2h a temperatura ambiente em solugdo
1:25 do anticorpo monoclonal (AB11) anti Usp de Drosophila melanogaster
(Christianson et al., 1992). Apos 3 lavagens de 15min cada em PBS-T, os ovarios
eram incubados por 2x15min em solugédo bloqueadora (1% de BSA e 2% de NGS
em PBS-T). Seguidamente, estes 6rgdos eram incubados durante 2h em anti-
mouse 1gG conjugado com Cy3 (1:1500; C2181, Sigma). Em seguida, os ovarios
eram lavados 2x15min em PBS e montados sob leve pressdo (para conseguir
separacéo entre ovariolos) em laminas com Mowiol (Elvanol, Hoechst, Germany; 5g
Mowiol, 20ml PBS; 10ml glicerina, 2,5% N-propil-galato, pH 8,2). As laminas
controle possuiam ovarios processados sem o primeiro anticorpo. As preparagdes
foram analisadas e fotografadas sob microscopia epi-fluorescente (Axioshop 2,

ZEISS).
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5.3.-Extracao de RNA total

A regido animal dissecada ou o animal inteiro era rapidamente congelado em
nitrogénio liquido e armazenado em freezer —80°C para a posterior extracdo de
RNA. Alternativamente, as amostras eram previamente mergulhadas em TRIzol,
para posterior armazenamento.

A extracdo de RNA por TRIzol (solugdo comercial de fenol e isotiocianato de
guanidina para isolamento de RNA total, Cat. No. 15596, Gibco Brl.) seguia,
resumidamente, o seguinte protocolo: A regifo animal dissecada ou o animal
inteiro num tubo de microcentrifuga de 2ml era homogeneizado em 1ml de Trizol e
incubado a temperatura ambiente (TA) por 5 min para a dissociagdo de complexos
nucleoprotéicos. Em seguida, a suspenséo era centrifugada a 12000g (e 4°C,

como nas seguintes centrifugagdes) por 10 min. O sobrenadante (850-900ul) era

transferido para outro tubo e submetido a 200ul de cloroférmio, agitado fortemente
na méo durante 15seg e incubado a TA por 3min. Posteriormente, a solucdo era
centrifugada por 15min a 12000g. O sobrenadante (fase aquosa, 400-500ul) era
passado para outro tubo, ao qual eram adicionados posteriormente mais 500ul de

cloroférmio, agitado no vortex e centrifugado por 10min a 12000g. A fase aquosa

resultante eram adicionados 500pl de isopropanol, e o conjunto, submetido a vortex
e incubado a TA por 10min. Seguia a isto, uma centrifugagao por 10min a 12000g
e posterior descarte de sobrenadante. Em seguida, o pellet era lavado em 1ml de
etanol 75% (e armazenado se necessario a -70°C) mediante uma centrifugacéo
(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 15-20ul de agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e a
concentragdo da solugdo final estimada por absorbancia oOptica em

espectrofotémetro a 260/280nm. Qualquer que tenha sido o método de extracéo e
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a utilizagdo posterior, o RNA extraido era tratado com DNase antes de sua
quantificagdo. Assim, a cada uma das amostras era adicionado aproximadamente

0,3ul de DNAse (RQ7 RNase-Free DNase, Cat. M6101, Promega) e quantidade

suficiente de seu tamp&o (10X). As amostras eram assim incubadas a 37°C

durante 30min (para a ag&do deoxirribonucleasica) e posteriormente a 65°C durante

10min (inativacdo da DNAse).

5.4.-Sintese de cDNAs

Tanto para os experimentos de clonagem quanto para a quantificacao de
amostras de mRNA, os RNAs totais eram submetidos diretamente a retro-
transcricao (RT) usando-se o kit SuperScript /I (Cat. 18064-014, Gibco Brl) com o

Oligo (dT) ;2.1 (Cat. 18418-012, Invitrogen) como primer.

5.5.-Amplificacao de cDNA por PCR convencional

Nos experimentos realizados visando a amplificagéo de fragmentos do cDNA
de ultraspiracle de rainhas Apis mellifera, foram utilizados primers construidos com
base na sequéncia correspondente de operarias. As amplificacdes foram feitas nas

seguintes condicdes:

1l de forward primer (10uM)

1 ul de cDNA

1 pl de reverse primer (10uM)
22 pl agua destilada estéril

1 bead (puRe Taq Ready-To-Go PCR Beads, Cat. 27-9557-01,
Amersham),

colocados num tubo de 200ul (sendo adicionados 30ul de 6leoc mineral
nos casos de utilizacdo de ciclador térmico sem hot bonnet) e submetidos a:

94°C por 2’00”
94°C por 0'30”
XX°C por 0'30” | 45X
72°C por 0'40"
72°C por10’00”
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As amplificagcbes eram feitas no PTC-100 Programmable Thermal Controller

Peltier-Effect Cycling, MJ Research ou no GeneAmp PCR System 9700, Applied

Biosystems.

Os produtos de amplificagdo eram separados em géis de agarose e as
bandas obtidas eram cortadas e submetidas a recuperagio do DNA mediante o uso
do Q/Aquick Gel Extraction Kit (Cat. 28706, QIAGEN). Este processo foi realizado
seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante (levando a peca de gel a 50°C em
tampao ateé dissolver a agarose e submetendo a solugdo a uma coluna de filtracdo
onde o DNA era lavado e posteriormente recuperado no tampao de eluicao).
Quando o produto de amplificagdo rendia sé6 uma banda no gel de agarose, se

procedia a ligagao direta de 2l de produto.

5.6.-Clonagem de fragmentos de DNA
5.6.1.-Ligagéao
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 DH5q.

Assim, para a ligagao do fragmento ao vetor misturavam-se:
4pl de DNA recuperado

1ul de tampéao de ligagéo (salt solution)
1ul Topo vector

e deixava-se incubando a TA até 30min.
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Comments for pCR¥2.1-TOPOY
3908 nucleotides

LacZa fragment: bases 1-571
M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383

M3 Forward (-20) priming site: bases 391-406
M3 Forward (-40) priming site: bascs 411-426
1 origin. bases 548-962

Kanamycin resistance ORF: bases 1296-2000
Ampicillin resistance ORF: bases 2108-2968
pUC origin: bases 3113-3786

Figura 5.1.- Mapa e sequéncia da regido de clonagem do vetor utilizado (protocolo
Invitrogen).

5.6.2.-Obtencao de células competentes (DH5a)

Um pellet bacteriano, produto de crescimento (de células em estoque)
overnight a 37°C em 5ml de meio liquido (LB) em agitacdo continua, foi
ressuspendido em 5ml de Cloreto de Ca 0,1M e incubado em gelo por 25min. Esta
suspenséao foi centrifugada a 4000rpm durante 5min e o pellet ressuspendido em
oml de Cloreto de Ca com 15% de glicerol. As suspensdes assim preparadas
foram aliquotadas (200ul) em criotubos de 2ml, congeladas em Nitrogénio liquido e
estocadas a —80°C. Alternativamente, eram usadas células competentes incluidas

no kit do Topo (pCR 2.1-TOPO, Invitrogen, Cat. K4500-01).



Material e métodos 89

5.6.3.-Transformagao bacteriana e avaliagdo de produtos de clonagem

Apds a ligagdo, os Bl de solugdo plasmidial contendo o inserto eram usados
para transformacéo bacteriana. Para isso, 200yl de suspenso 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 suspensdo era submetida a
42°C durante 30-90seg e a gelo durante outros 90seg. Depois disso, eram
adicionados 200-800p! de meio liquido (LB) e o conjunto incubado a 37°C durante
1h sob agitagéo, centrifugado e o pellet (aprox. 200pl) usado para semear uma
placa de Petri com meio sélido contendo X-Gal, IPTG e ampicilina. As placas eram
mantidas 12h a 37°C depois do que as coldnias brancas eram inoculadas em 4mi
de meio liquido, cultivadas overnight e o pellet resultante de uma centrifugacao
leve, submetido a uma minipreparagéo para extragio de DNA plasmidial.

As minipreparagdes plasmidiais eram feitas com o NucleoSpin Plus Plasmid
Miniprep Kit (Cat. K3063-2, Clontech), que rendem 50ul de DNA eluido. Este

produto era submetido a digestdo enzimatica (EcoR |, ver Figura 5.2) para

avaliagdo da presencga de inserto, da seguinte maneira:

3 ul de DNA plasmidial

2 pl de tampao 10X p/EcoR |
14,5ul de agua destilada estéril

0,5ul de EcoR |,

eram misturados e incubados durante 1h a 37°C. Posteriormente, os produtos de

digestdo eram separados em géis de agarose e visualizados sob luz ultravioleta.
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5.6.4.-Seqiienciamento de fragmentos de cDNA e andlise de seqiiéncias

Os sequenciamentos eram feitos pelo método de Sanger et. al. (1977),
mediante a utilizacdo do GeneScan, Automated DNA Sequencing e Genetic
Analyzer ABI PRISM 310 da Applied Biosystems, com primers M13/SP6. As

seqliéncias correspondentes aos fragmentos clonados foram ensambladas usando

0 pacote de programas phredPhrap e os contigs obtidos eram analisados mediante
0 uso de programas disponiveis nos seguintes enderecos:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/
http://www.clustalw.genome.ad.ip/
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 construcao de
arvores usando o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic

Mean; Mount, 2001) esteve baseada em 100 repeticdes (bootstrap).

5.7.-Marcagao de sondas “luminescentes”

Nos nossos experimentos de PCR-Southern blott e nos de Southern blot para
a estimativa do nimero de cépias génicas, onde se supunha que os alvos de
hibridagdo encontravam-se suficientemente representados, resolvemos utilizar
sondas que fossem capazes de impressionar placas radiograficas mediante
fendbmenos outros que a emissdo de radiagdo de alta energia. Assim, utilizamos
para a marcagao dos DNAs o Gene Images random prime labelling module (Cat.

RPN 3540-1, Amersham-pharmacia). Num tubo de 200ul era diluido

aproximadamente 1ug de DNA (correspondente ao clone do respectivo cDNA) em

30ul (ou quantidade suficiente para volume final de 50pl) de agua 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 10ul de mistura de nucleotideos (incluindo fluoresceina-11-
dUTP), 5ul de primers (nonameros aleatérios) e 1ul de enzima Klenow (5
unidades/pl). Esta mistura de reagao era incubada a 37°C durante 1h, e ao final da

sintese eram adicionados 5ul de EDTA 0,5M e a sonda assim marcada era

congelada a -20°C.

5.8.-Marcacao de sonda radiativa e hibridagao

O DNA era marcado com a->?P pelo método de random priming usando-se o
kit Random Primers DNA Labelling System (Gibco Brl). Aproximadamente 50ng de
DNA eram diluidos em 20pul de agua destilada estéril em tubos de polipropileno.
Posteriormente, eram fervidos por 5min e resfriados rapidamente em gelo. Em
seguida, eram adicionados 15ul de tampZo Random Primers Mixture [HEPES
0,67M, Tris-HCI 0,17M, MgCl, 17mM, 2-mercaptoetanol 33 mM, BSA 1,33mg ml”,
oligodeoxirribonucletidio primers (hexameros) 18 OD,s unidades ml™”, pH 6,8],
dATP 10uM, dGTP 10uM, dTTP 10uM, (a-**P)dCTP 50uCi, 1ul da enzima Klenow
(2 unidades) e 49yl de agua destilada estéril. A solugdo era incubada para a
reacdo a TA por 1h e interrompida pela adicdo de 5ul de tampéo Stop (Na, EDTA
0,2M, pH 7,5). Para eliminar nucleotidios ndo incorporados, a mistura era filtrada
em colunas de Sephadex G-50, previamente hidratadas em tamp&do TE. Logo
apos, a sonda era fervida por 5min, resfriada em gelo e utilizada nas hibridagdes.

Depois da fixagdo do acido nucléico correspondente, as membranas eram
pré-hibridadas durante 2h a 55-65°C em 15ml de solugéo de hibridagéo [SSC 10X
15ml, Solugdo de Denhardt 100X 1,25ml, Solugdo SDS 10% 1,25ml, agua destilada
para 25ml e 0,5ml de Solugdo de esperma de salmao (1mg ml™") fervida por 5min e

resfriada]. Apos 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. Apés hibridagdo, as membranas eram submetidas a 2 lavagens de
15min a 65°C nas respectivas solugdes seguintes: SSC 2X, SDS 0.1% (m/v) e SSC
1X, SDS 1% (m/v). Posteriormente, as membranas eram embrulhadas em papel
plastico e expostas a filmes auto-radiograficos (XAR-5 X-ray, Kodak) a -70°C até a

obtencao de sinal (5-7 dias) e reveladas manualmente.

5.9.-Estimando o numero de copias de usp

5.9.1.-Obteng¢ao de DNA genémico

Para a extragdo de DNA gendmico, foi usada uma pupa de operaria por tubo
de extracdo, a qual era macerada com auxilio de almofariz e pistilo, apds
congelamento em nitrogénio liquido. A suspensao foi transferida rapidamente para
tubos estéreis e incubada sob agitagéo branda, em presenga de 10ml de tampao de
extragéo estéril (Tris-HCI 200mM, NaCl 250mM, EDTA 25mM, SDS 0,5% e agua
destilada para 1000ml, pH8,5). A extracdo do DNA era feita adicionando-se 1
volume de fenol/cloroférmio e centrifugando-se o macerado por 10min a 20000g. O
DNA era recuperado do sobrenadante mediante precipitagdo com acetato de sodio

0,3M (pH 5,2) e 2,5 volumes de etanol absoluto. O DNA assim obtido era
ressuspendido em agua estéril e estocado a 4°C. Sua concentracdo final era

estimada por absorbancia optica em espectrofotémetro a 260nm.

5.9.2.-Digestao de DNA genémico e Southern blot

Trinta pg de DNA genémico foram digeridos com as seguintes endonucleases
e de acordo com o respectivo protocolo: Stu | (Biolabs), Kpn | (Invitrogen), Eco RI

(Invitrogen), Bam HI (Invitrogen), Sma | (Biolabs), Bcl | (Gibco).
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As enzimas n&o podiam cortar a regi&o do cDNA correspondente a sequéncia
da sonda utilizada. Os produtos de digest&o foram separados em géis de agarose
(1%) e transferidos para membrana (de nailon, Biodyne B Membrane 45um, Cat.
14856-017, Gibco Brl) mediante um sistema de “sandwich’ (transferéncia por
capilaridade, modificado de Sambrook et al., 1989) por 12-24h em SSC 10X (em
lugar de colocar o tamp&o num recipiente, este era usado para umedecer uma pilha
de 6 camadas de papel de tipo Whatman 3MM). Apds a transferéncia, o DNA era
fixado a membrana mediante 200Jw/cm? de UV 254nm durante 4min.
Seguidamente, a membrana era submetida ao processo de hibridagao ou guardada
em geladeira, embrulhada em papel plastico e aluminio e umedecida em SSC 10X.

Para a hibridagdo, as membranas eram incubadas em movimento lento
durante aproximadamente 2h a 60°C em 20ml de solugédo de pré-hibridacao (0,02¢g
SDS, 5ml SSC 20X, 1g Sulfato de dextrano, 1ml de Solugdo bloqueadora e agua
estéril em quantidade suficiente). Em seguida, eram adicionados a soluc3o de pre-
hibridagdo 15ul da sonda Iuminescente previamente fervida e resfriada.
Seguidamente, a membrana era incubada em movimento lento durante
aproximadamente 16h.

Apéds a hibridagdo, a membrana era lavada em movimento durante 15min a
mesma temperatura em 100ml de 0,1g de SDS e 5ml de SSC 20X em agua
destilada estéril. Em seguida, era lavada por igual tempo e temperatura em 100m|
de 0,1g de SDS e 2,5ml de SSC em agua destilada estéril. Posteriormente, a
membrana era incubada a TA e movimento lento durante 1h numa solugéo
bloqueadora (que igual que os reagentes utilizados nas seguintes etapas da
revelagdo das membranas, forma parte do Gene Images CDP-Star detection
module, Cat. RPN 3510-1, Amersham-pharmacia) que continha 45ml de “tampao A”

e 5ml de Solucdo bloqueadora 10x. O “tampéao A”, elaborado e autoclavado no dia
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anterior, esté constituido por 6,05g de Tris e 8,76g de NaCl em 500m! de agua
destilada (pH 9,5). Uma vez bloqueados os epitopes inespecificos, a membrana
era incubada a TA e movimento lento durante 1h numa solugdo de anticorpo
(0,125g de albumina bovina, 25ml de tamp&o A e 5ul de antifluoresceina conjugada
com fosfatasse alcalina, FA). Logo apés, a membrana era lavada 4x10min num
excesso de tampdo A com 0,3% de Tween 20 (eliminagdo de anticorpo ligado
inespecificamente).

Finalmente, a membrana era submetida durante 3min a uma solucdo de
deteccé@o (com dioxetano como substrato da FA, que ao ser decomposto emite luz
visivel) e em seguida posta em contacto com um filme (BioMax, X-Omat AR, Cat.

£35,848-7, Sigma) entre 35seg-20min a TA (a revelag&o era feita manualmente).

5.10.-RT/PCR semi-quantitativa/Southern blot

Em todos os experimentos de quantificagdo de niveis de expressdo de
mRNAs utilizamos PCR semiquantitativa, isto é, RT seguida de PCR e Southem
blot (os primeiros resultados destes experimentos foram confirmados por real time
PCR).

O RNA total extraido das amostras respectivas era submetido a 2-3 medicdes
de concentragio e uma aliquota de 1-2pg foi utilizada como amostra inicial para a
avaliagdo da expressdo dos genes em estudo. O RNA era submetido
seguidamente a RT da maneira exposta na Secéo 5.4.

A realizagdo dos experimentos de PCR semiquantitativa requer a
determinagéo do numero de ciclos de amplificagdo que corresponda a fase linear
da curva de amplificacédo do gene alvo, o qual pode ser avaliado pela visualizagéo
dos produtos num gel de agarose corado com brometo de etidio (pegando amostras

depois de diferentes nimeros de ciclos). Requer também a amplificacdo controle
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de um RNA presente em proporcdes relativamente constantes durante o
desenvolvimento ou cuja expresséo ndo seja modificada por eventuais tratamentos.
Em nosso caso, utilizamos o rRNA 28S e o mRNA da B-actina (sub-clonados e
sequenciados em nosso Laboratério). Para a amplificacado definitiva dos cDNAs

das amostras, foram adicionados em tubos de 200pl:

1ul de forward primer (10uM,; ver Tabela 5.2)

1pl de cDNA (obtido segundo detalhado em Segao 5.3-4)

1pl de reverse primer (10uM; ver Tabela 5.2)

10pl de Master Mix (2,5X; Eppendorf, Cat. 0032.002.250)

12ul agua destilada estéril
Esta mistura de reagéo era submetida as seguintes condicées de amplificacao:
94°C por 2'00”
94°C por 0'30”

58°C por 0'30” 15-29X
72°C por 0'40”

As amplificagbes foram feitas no PTC-100 Programmable Thermal Controller

Peltier-Effect Cycling, MJ Research ou no GeneAmp PCR System 9700, Applied

Biosystems.

Os produtos de amplificagéo foram testados em géis de agarose (1%, com
brometo de etidio) depois da adigdo de tamp&o corante. As corridas foram feitas
(30-35V/cm?) por aproximadamente 1:45h. Imediatamente depois, os géis foram
fotografados e incubados em agitacdo lenta durante 25min em solucdo de
desnaturagéo (1,5M NaCl e 0,5M NaOH) e 30min em solucdo de neutralizagdo
(1,5M NaCl e 0,5M Tris-HCI pH 7,5), com uma passagem rapida por agua destilada
estéril entre ambas. Em seguida, os géis eram montados para transferéncia para

membrana por capilaridade e deixados a TA por 16h e processados como descrito

na Segdo 5.9.2.
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Tabela 5.2.-Primers utilizados nos experimentos de PCR semiquantitativa.

Gene

Seqiiéncia

No de acesso/Ref.

usp

vg

ehj

ftz-f1

proPo

p-actina

rRNA

F — AGACTGCCAAGATGATGAAG
R-TCTCTCTTCATTCCCATCGC
F—-TTGCTACTTCTAACGCTTTT
R-CGTTTTCTCCATCTTTGCTA
F - GCTTTTCAATTAGGTAGTGG

R — GAATGGATTATAATAGAATCG

F - ATCATCGTCATCCTCTTCCT
R - CAGGGTTGAGATTGTGCAG
F — CGTCCTGGGAAATATCATGG
R - GTCCGCGTGACAAATCTACA
F - TGCCAACACTGTCCTTTCTG
R - AGAATTGACCCACCAATCCA

F - TGCTACTACCACCAAGATCT
R - ACGACCTCACCTATTCTCA

AY273778; Barchuk et al., 2004

AJ517411; Piulachs et al., 2003

A. Mackert, com. pessoal

B1946427

AAQ72539; Lourengo et al., 2004

AB023025

AJ302936

F: forward, R: reverse

5.11.-Avaliagdo da expressdo génica em abelhas knock-down
5.11.1.-Preparagao dos dsRNAs

Para a sintese dos dsRNAs, primeiramente obtivemos suficiente quantidade

de DNA molde mediante PCR, utilizando primers desenhados com base na

seqliéncia do clone AP4a5 de cDNA da vg (Piulachs et al., 2003) e do clone 5/6 de

cDNA do usp (AY273778).

regido promotora T7 (em negrito):

vg:

Estes primers incluem a sequéncia correspondente a

5'-TAATACGACTCACTATAGGGCGAACGACTCGACCAACGACTT-3 e

5'-TAATACGACTCACTATAGGGCGAAACGAAAGGAACGGTCAATTCC-3’

usp:

S5-TAATACGACTCACTATAGGCCGACGACGCTGGAAGATTC-3' e

S-TAATACGACTCACTATAGGGCGATAGGCATCCATTGTTC-3
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As amplificagdes foram feitas mediante PCR convencional, com temperaturas
de pareamento calculadas a partir de AT(.2)+GC(.4) (da sequéncia gene

especifica). Os produtos de amplificacdo foram identificados em géis de agarose e

purificados mediante o kit QIAquick™ (QIAGEN).

O dsRNA foi obtido mediante a utilizagdo do kit RiboMax™ T7 system
(Promega). Esse kit permite a sintese das cadeias sense e antisense de RNA
numa mesma reacdo. Seguidamente a transcricdo, o produto de reacdo foi
extraido mediante fenol-cloroférmio e precipitado com acetato de sédio e
isopropanol. O pellet foi dissolvido em agua livre de RNase para uma concentragao
de 5ug/pl, e a integridade do produto foi avaliada em gel de agarose apds a

medi¢éo da concentragéo por absorbancia a 260nm.

5.11.2.-Inje¢do de dsRNA e obtengao de amostras

Nos injetamos 1yl de uma solugdo de dsRNA (5ug/ul) no abdome de
operarias recém nascidas. As injegdes foram feitas entre os segmentos abdominais
5° e 6° mediante o uso de uma seringa tipo Hamilton. Abelhas controle nao foram
injetadas, receberam 1ul de agua tratada com DEPC (0,1%), solvente do dsRNA,
ou 1ul de agua autoclavada. Depois de serem injetadas, as abelhas foram
marcadas com caneta e mantidas em gaiolas de madeira (20x20cm) com agua 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 medigéo dos titulos de HJ, foi obtida com microcapilar de
vidro a partir de uma incisdo dorsal entre o0 2° e 0 3° segmentos abdominais. Apo6s
a coleta de hemolinfa, os abdomes foram mergulhados em TRIzol e congelados a —

80°C para a posterior extragao de RNA (segundo protocolo descrito na Secéo 5.3).
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5.11.3.-Extragdo de horménio juvenil a partir de amostras de hemolinfa

Para a medi¢do dos titulos de HJ, foram extraidos 3-5ul de hemolinfa e
dissolvidos em 500ul de acetonitrila, agitados em vortex e armazenados a —20°C
em frascos de vidro com tampa de Teflon. O método de extragdo seguiu o
protocolo estabelecido para a hemolinfa de abelhas (Huang et al., 1994).
Resumidamente, 1ml de NaCl (0.9%) e 1ml de hexano foram sucessivamente
adicionados a fase de acetonitrila e agitados vigorosamente. Depois de 10min em
gelo, as fases foram separadas mediante centrifugacdo lenta (700g).
Seguidamente, a fase hexano foi removida e transferida para um novo tubo. A
extragdo foi repetida duas vezes adicionando hexano a fase acetonitrila/solucéo
salina. O pool das 3 extragdes foi seco em centrifugagao a vacuo e o residuo foi re-

dissolvido em 50ul de tolueno.

5.11.4.-Radioimunoensaio para horménio juvenil

O anti-soro, anti-HJ, foi diluido para 1:1250 em tampéo fosfato (0,1M, pH 7,4)
suplementado com 0,1% da fragdo V de soro-albumina bovina (Sigma), 0,1% de
imunoglobulina G de coelho (Sigma) e 0,02% de azida sédica (Goodman et al.,
1990; Goodman et al., 1995). Finalmente foi acrescentado HJ marcado com Tricio
[10-°H(N)]-juvenile hormone IlI (spec. activity 19.4 Ci/mmol, NEN Life Science
Products, Boston) diluido em tampéo fosfato (0,1M, pH 7,4) para 6000-6500cpm por
S0ul.  Horménio juvenil lll (Fluka) foi usado como ligande ndo radioativo numa
concentragdo de 100pg/ul. As curvas padrdo foram estabelecidas para cobrir a
faixa de 50pg a 10ng.

Depois da evaporagdo do solvente (tolueno), foram adicionados aos tubos

correspondentes a solugéo padréo e aos correspondentes as amostras 50ul de

ligande radioativo. Essa solugéo foi agitada extensivamente, submetida a 200ul de



Material e métodos 99

solugéo de anti-soro, e o total incubado a 4°C overnight. A separagéo de ligande
unido de ligande n&o unido foi feita por quenching com sulfato de aménia (50% de
concentracao final) durante 30min a 4°C. Apds centrifugacéo (7500g, 15min, 4°C),
foi descartado o sobrenadante e o pellet foi lavado em sulfato de aménia (50%)
para eliminar restos de antigeno n3o ligado. O pellet assim obtido foi re-dissolvido
em 40ul de agua antes da adicdo de 5ml de cocktail para cintilagdo liquida
(HiSafe3, Packard).

Os titulos de HJ de amostras desconhecidas foram calculados mediante
regressao linear a partir de uma curva padrao. Os resultados foram expressos em

equivalentes de HJ3 (pg/ul de hemolinfa).

5.11.5.-Separacao eletroforética de esterases

O fendtipo das abelhas knock down para usp foi também estudado mediante
analises do padrdo de expressdo de esterases conhecidas em Apis mellifera
(Bitondi & Mestriner, 1983; Figueiredo et al., 1996). Para tal fim, as abelhas
coletadas nos estagios de desenvolvimento desejados eram mantidas a —20°C até
seu processamento.

Para a obtengdo de amostras, as pupas eram homogeneizadas em uma
solugao de 0,02M de Tris-HCI, pH 7,5. Seguidamente, a suspens3o resultante era
centrifugada a 12.400g durante 20min a 5°C. As amostras eram separadas
mediante eletroforese em géis de Penetrose 30 (amildéide de peso molecular
23.000, Refinagbes 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 apds centrifugacdo de amostras
homogeneizadas, e inseridos em espagos pré-estabelecidos nos géis de penetrose.
As separagbes eram feitas a 7°C e 5V/cm durante 4-5h. Como tampdo de

eletrodos era utilizada uma solugdo 0,3M de Tris-HCI, pH 7,5.
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A deteccdo das bandas correspondentes as isoformas de esterases foi
realizada mediante a utilizacédo de substratos comprovadamente efetivos para estas
enzimas em Apis mellifera. Assim, os géis eram cobertos com uma solugéo de
butirato ou acetato (éster de 4-metil-umbeliferil) 0,01% em 0,05M de tampao
acetato, pH 5,4 (Bitondi and Mestriner, 1983; Figueiredo et al., 1996), incubados a

temperatura ambiente durante 15min e inspecionados sob luz ultravioleta.
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Nossos resultados indicam que AmUsp possui maior similaridade com os
ortdlogos de Locusta, Celuca e vertebrados do que com outros insetos. Esta
caracteristica e sua rapida resposta transcricional a HJ, tanto em rainhas quanto em
operarias, sugere que algumas de suas fungdes podem depender de ligande, e
indicam o gene usp como um membro primario na cascata de expressdo génica
promovida pelo HJ.

Apesar de Usp ser o parceiro de ECR no complexo receptor de ecdisona, em
nossos experimentos ndo observamos um aumento na expressao de usp depois do
tratamento com este horménio, mas pelo contrario, observamos uma redugao na
expresséo de usp depois de 24h.

Os perfis de expressdo de usp durante o periodo pupal parecem ser
especificos de casta, com operarias mostrando niveis mais importantes no inicio do
periodo e um pico em Pbm, contrastando assim com o que acontece em rainhas,
onde usp parece possuir niveis basais de expressdo. Ja, a expressdo de usp
durante os primeiros dias de vida adulta, tanto de rainhas quanto de operarias,
segue claramente os titulos hemolinfaticos de HJ.

Os resultados obtidos pela utilizagdo da técnica de interferéncia por RNA
mostram a possibilidade da sua utilizagdo para o estudo da diminuicdo da
expressao de genes reguladores durante o desenvolvimento pupal em Apis
mellifera. Estes resultados, ademais, abrem possibilidades de estudo de fungdo
génica em organismos nao tradicionalmente tidos como modelo de estudo e para
0s quais nao se dispdem de mutantes especificos.

O atraso no desenvolvimento (avaliado pela pigmentag&o corporal, formacao
de cerdas e asas e persisténcia da atividade de esterase 2a) das abelhas knock
down para usp sugere a sua participagdo no inicio dos processos de
desenvolvimento pupal. Como Usp é considerado constituinte do complexo

receptor de ecdisona, sua deficiéncia em abelhas Pw ndo permitiria a mediagéo
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correta dos processos dependentes deste horménio. As alteragdes morfologicas
observadas nas abelhas KDusp sdo explicadas se consideramos que a diminuigao
da expressé&o de usp trouxe acarretada, ademais de uma queda na sua participagao
direta em certos processos, uma equivalente atenuacgdo na atividade de outros
genes com funcéo reguladora (ftz-f1 e ehj). Estes experimentos, por outro lado,
nao confirmaram a participagdo direta de Usp no controle da expressao de
vitelogenina e da pro-fenoloxidase no final do desenvolvimento pupal, processos
que merecem o estudo da organizagdo molecular das diferentes regides
importantes na biologia destes genes, inclusive de usp. Estes estudos podem ver-
se facilitados atualmente pela disponibilidade de boa parte da seqiiéncia gendmica
de Apis mellifera (Baylor College of Medicine;
http://hgsc.bcm.tmc.edu/projects/honeybee/) e de numerosas ferramentas
informaticas, algumas, de livre acesso.

Os perfis de expressado de usp em ovarios de rainhas e operarias durante o
desenvolvimento larval, embora sugiram uma relagdo positiva entre os titulos de HJ
e niveis do mRNA deste gene, ndo indicam a proteina Usp como responsavel pela
mediacdo da prevencédo da morte celular de ovariolos, mas sim, como associada ao
processo. De ser assim, provavelmente o faca formando parte do complexo
receptor de ecdisona. Desta maneira, niveis altos de HJ poderiam prevenir a morte
celular em ovarios de rainhas sem a mediacdo de usp, ou através da participacéo
de uma isoforma expressa diferencialmente e ndo detectada em nossos

experimentos.

Os dados obtidos durante a realizagdo do presente trabalho permitem
comecgar a elaboracdo de um modelo conceitual da rede de expressdo génica
promovida pelo HJ durante o desenvolvimento e diferenciagdo de castas de Apis
mellifera (Figura 6.1). No modelo apresentado, que funcionaria basicamente como

hipdtese de trabalho, o HJ atuaria ativando a proteina Usp e induzindo a expressdo


http://hgsc.bcm.tmc.edu/projects/honeybee/
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de usp, o qual levaria a uma amplificacdo do sinal original. Posteriormente, o
complexo poderia, através do recrutamento de co-reguladores, mediar o controle da

expressao de genes alvo (ehj; ftz-f1, etc.).

HJ

’

Usp/HJ

usp

L, usp/HJ (2)

Recrutamento de
co-reguladores
(CR)

|

Usp/HJ(?)
CR

'

ehj ftz-f1

Figura 6.1.- Modelo hipotético (de trabalho) de agdo do HJ durante o
desenvolvimento pupal de Apis mellifera.
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