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Analise funcional do 10-hydroxi-2-decendico-acido (10HDA), inibidor de histona
desacetilases e principal acido organico da geleia real, na diferenciacdo das castas
de Apis mellifera L.
RESUMO

As abelhas da espécie Apis mellifera se caracterizam por uma organizagdo social muito
avancada, em gue a rainha e as operarias sdo morfologicamente distintas e desempenham
funcdes especificas na colmeia. A rainha é responsavel pela reproducdo, enquanto as
operérias realizam todas as tarefas de manutencdo da colmeia. Apesar das grandes
diferencas morfologicas e funcionais, as rainhas e operarias ndo diferem geneticamente,
mas representam um polifenismo. Este € desencadeado principalmente pela alimentagdo
diferencial oferecida as larvas. A geleia real, produzida pelas abelhas nutridoras e
oferecida em grande quantidade as larvas de rainha, contém compostos que séo capazes
de regular o desenvolvimento das larvas e, inclusive, do seu estado epigenético. Uma das
moléculas da dieta das larvas é o acido 10 hidroxi-2-decendico (10HDA), que esta
presente em quantidades elevadas na geleia real. O 10HDA foi identificado como um
inibidor da atividade de enzimas do tipo histona desacetilases (HDAC) em células de
mamiferos, e na base deste achado procuramos desvendar o mecanismo de acdo do
10HDA nas proprias abelhas. Primeiramente anotamos os genes codificadores das
HDACs do genoma de A. mellifera e analisamos o0s seus perfis de expressdo génica. Os
resultados obtidos mostram que nos niveis de transcritos destes genes existe uma
diferenca entre rainhas e operarias ao longo do desenvolvimento, principalmente no final
da fase de alimentacéo, fase L5F2, paraa HDAC4 e em L5S1 para HDAC6. Em seguida

realizamos um experimento de criacdo in vitro das larvas por 24 h com 10HDA



adicionado ao alimento, e pudemos notar que a concentracdo mais alta utilizada foi capaz
de afetar os niveis de transcritos da HDAC4, que também € a histona desacetilases mais
transcrita em abelhas. Este tratamento também afetou os niveis de expressdo da DNA
metil transferase Dnmt3. Além disso, pudemos notar que o tratamento foi capaz de alterou
os niveis do gene Krzppel-homolog 1 (Kr-hl), gene de resposta imediata ao horménio
juvenil (HJ), que tem um papel importante no desenvolvimento das castas, pois promove
a diferenciacdo dos ovarios da rainha. Com relacéo a anélise de expressao génica feita
com ovarios dissecadas de operarias larvais e incubados in vitro na preséncia de 10HDA
pudemos notar que alguns genes chave na diferenciagdo e regulagdo ovariana, tais como
Tudor-SN, Incov2 e ILP-lapresentaram niveis de expressdo similares aos de rainhas.
Outros genes de interesse como Dnmt3 e Egfr apresentaram um aumento na expresséo.
Por fim, com relacdo a analise da atividade enzimatica notamos que nas duas fases
analisadas ndo houve diferenca na expressdo genica entre rainhas e operarias naturais.
Além disso, 0 10HDA ndo causou alteracdo na atividade enziméatica como esperado e a
incubacéo de geleia real e geleia de operaria com o extrato proteico também nao produziu
um efeito estatisticamente significante sobre a atividade enzimatica. Podemos concluir
que a quantidade diferente de 10HDA ingerida por rainhas e operarias ndo parece afetar
a atividade enzimatica em si, mas é capaz de afetar a expressdo génica de genes
importantes para o desenvolvimento e para a defini¢do caracteristicas casta-especificas
podendo altera-las dessa forma.

Palavras-chave: Apis mellifera, HDACs, castas, desenvolvimento, epigenética.



Functional analysis of 10-hydroxy-2-decenoic acid (10HDA), inhibitor of histone
deacetylases and main organic acid in royal jelly, in the differentiation of Apis

mellifera L. castes.

ABSTRACT

Bees of the species Apis mellifera are characterized by a highly advanced social
organization, in which the queen and the workers are morphologically distinct and
perform specific functions in the hive. The queen is responsible for reproduction, while
the workers carry out all the maintenance tasks of the hive. Despite the great
morphological and functional differences, queens and workers do not differ genetically,
but represent a polyphenism. This is triggered mainly by the differential feeding of the
larvae. Royal jelly, produced by nurse bees and offered in large quantities to queen larvae,
contains compounds that are thought to regulate the development of the larvae, including
their epigenetic state. One of these molecules is 10-hydroxy-2-decenoic acid (LOHDA),
which is present in higher quantities in royal jelly than in worker jelly. 10HDA has been
identified as an inhibitor of histone deacetylase (HDAC) enzyme activity in mammalian
cells, and based on this result our aim here was to discover its actual mode of action in
the honey bee. We re-annotated the genes that encode the HDACs in the honey bee
genome and we analyzed their expression pattern in the larvae. The results showed that
there are differences between queens and workers with respect to expression levels,
mainly in the older larvae, in the L5F2 stage for HDAC4, and in L5S1 for HDACSG.
Subsequently we performed an experiment where larvae were reared for 24 h in vitro on
a diet enriched in 10HDA, and we found that the highest concentration used was able to
affect the HDAC4 transcript levels, which also is the histone deacetylase that is most
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highly expressed in bees. We also found that this treatment affected the expression of the
dnmt3 gene, which encodes a DNA methyl transferase. In addition, we could see that the
treatment was able to affect the expression levels of Kruppel-homolog 1 (Kr-hl), an
immediate response gene to juvenile hormone (HJ), which plays an important role in caste
development, as it promotes the differentiation of the queen ovary phenotype. Regarding
the gene expression analyses made with ovarian tissue treated with L0HDA in vitro, we
found that some key genes in ovarian differentiation, such as Tudor-SN, Incov2 and ILP-
1, had expression levels similar to those seen in queens. Other genes of interest, such as
dnmt3 and Egfr, showed an increase in expression in this treatment Finally, in
experiments where were larvae received a 10HDA-enriched diet, or where dissected
ovaries or nuclear extracts were exposed to 10HDA in vitro, we found that 10HDA did
not affect the HDAC enzymatic activity. This was contrary to what we had expected from
our initial hypotheses and the expression pattern of the HDAC genes, but it is consistent
with the results of the analysis of respective enzyme activity in queen and worker larvae,
where we also could not detect a difference. From this we conclude that the different
quantities of 10HDA fed by the nurse bees to the queen and worker larvae do not seem
to affect the HDACs enzymatic activity, despite the differences seen in the expression
levels of the HDAC genes. This indicates that the primary function of 10HDA provided
to the larvae in their diets may not be the inhibition of the histone deacetylases, and as

such, would not be likely to have a major effect on the larval epigenetic states.

Keywords: Apis mellifera, HDACs, castes, desenvelopment, epigenetics.
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1. INTRODUCAO
1.1 Apis mellifera — modelo biolégico abordado
Todo estudo realizado e todo conhecimento adquirido a partir desse estudo tem
por base um modelo bioldgico que foi utilizado para explicar a hipotese proposta. Os
modelos de um estudo variam desde microrganismos mais simples, virus, procariotos, até
organismos mais complexos, com diversos tecidos e 6rgdos, e a escolha desse dependera
da pergunta e da hipdtese que se tem, além de outros fatores como a area que o estudo

contempla.

Em diversas areas da Biologia os insetos sdo utilizados como modelo para o
entendimento de vias metabolicas, mecanismos genéticos, doencas e principalmente para
a compreensdo do comportamento. Um organismo modelo amplamente utilizado,
principalmente para a compreensdo da genética e hereditariedade, é a mosca de frutas
Drosophila melanogaster. Este diptero vem sendo utilizado como modelo de estudo para
diversas areas da Biologia, inclusive em estudos que avaliam vias genéticas ligadas ao
envelhecimento e amplos screens genéticos (Guarente e Kenyon, 2000; Johnston, 2002).
Além disso, apresenta também grande importancia na area de ecologia e, mais
recentemente na &rea da saude, como modelo para entendimento de diversas doencas,
inclusive de neuronais, tais como as doencas de Alzheimer e de Parkinson (Chintapalli,
2007; Jeibmann e Paulus, 2009). Esse modelo apresenta muitas vantagens tais como um
répido ciclo de gerac@es, facil manuseio e, especialmente, a disponibilidade de grande

quantidade de recursos genéticos por meio de bancos de estoques de mutantes.

Apesar de sua ampla utilizacdo Drosophila. ndo é considerada um bom modelo

para estudos relacionados a genética e epigenética do comportamento (Yan et al., 2014),
9



pela auséncia de enzimas responsaveis pela metilacdo do DNA (Raddatz et al., 2013).
Para o estudo dessa area especificamente, um dos insetos mais adequados, e que foi
utilizado nesse trabalho € a abelha da espécie Apis melliferal L., um inseto pertencente ao
género Apis, ordem Hymenoptera, que inclui a maioria das espécies de insetos sociais.
Os insetos dessa ordem s&o muito bem-sucedidos ecologicamente, e, especialmente as
abelhas, possuem também uma grande importancia econémica e ecolégica (Page Jr e
Robinson, 1991) por seu papel no processo de polinizacdo de inimeras espécies de

plantas.

A. mellifera é uma das 9-11 espécies do género Apis [esse nUmero varia de acordo
com o taxonomista] existente no mundo, e é a espécie que apresenta a distribuicdo mais
ampla pelo globo (Free, 1980). Essas abelhas sdo amplamente utilizadas como modelo

para estudos ecoldgicos, comportamentais, fisioldgicos e de desenvolvimento.

Uma das caracteristicas que mais chama a atencdo para esta espécie é a sua
organizacdo social, classificada como altamente eussocial, caracterizada pela presenca de
castas morfologicamente distintas do sexo feminino, as operarias e rainhas, além dos
zang0es que representam o sexo masculino. O alto grau de organizagdo social implica na
divisdo de trabalho, que inclui, como elemento chave, a divisdo das tarefas e da
reproducédo na colbnia, onde a rainha possui 0 quase monopdlio de reproducédo, enquanto
as operarias, como individuos facultativamente estéreis, cuidam da prole. Além dessa
enorme diferenca na capacidade reprodutiva, as rainhas e operarias também diferem em
termos da sua longevidade, sendo que a vida adulta de uma rainha é até 10-20 vezes maior
que a de uma operaria. Dessa forma, a A. mellifera se apresenta como modelo interessante

para estudos de mecanismos genéticos e epigenéticos que propiciam tamanhas diferencas
10



morfoldgicas, fisiologicas e comportamentais em organismos genotipicamente iguais, ja
que um ovo diploide pode dar origem tanto a uma rainha quanto a uma operaria. Além
disso, essa espécie e um bom modelo para estudos epigenéticos, uma vez possui
codificado em seu genoma um conjunto completo de enzimas muito importantes no
processo de regulacdo epigenética, tais como as DNA metiltransferases, histonas acetil

transferases e histonas desacetilases (Yan et al., 2014).

Os individuos utilizados neste estudo s&o larvas de abelhas A. mellifera denominadas
de africanizadas, originadas da hibridacé@o que ocorreu no Brasil em 1956 pela introducao
de rainhas de uma subespécie africana (A. mellifera adansonii) com abelhas meliferas de
haplotipos ibéricos (A. mellifera ibérica) e italianas (A. mellifera ligustica) estabelecidas
Brasil nos séculos 17 a 19 trazidas da Europa, lembrando que ndo existiram espécies
endémicas do género Apis no Novo Mundo. As abelhas Africanizadas sdo hoje as
principais encontradas na América Latina desde o Uruguai até México e também no Sul

dos Estados Unidos.

1.2 Apis mellifera — um himendptero altamente eussocial
Em uma colbnia de Apis melifera a fina divisdo de trabalho se da entre as duas
castas de fémeas, geradas a partir de ovos fertilizados, a rainha e as operarias, e 0 macho,
organismo haploide originado de ovos ndo fertilizados, denominado zangédo no género
Apis. As operarias sao organismos facultativamente estéreis e responsaveis por realizar
todo o trabalho de manutencéo da colmeia, que incluem tarefas como construgéo de favos,
alimentacdo da cria e da rainha, guarda da colmeia, entre outas. Essas funcdes

desempenhadas pelas operarias na colbnia sdo divididas de acordo com a sua idade, em
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um processo chamado de polietismo etario, ou maturacdo comportamental (Winston,
1987; Page Jr e Robinson, 1991). Quanto a rainha e aos zangdes, esses Sdo responsaveis
exclusivamente pela reproducdo. Uma rainha jovem, ndo fecundada, acasala com
diversos zangbes em um evento chamado voo nupcial. Neste, a rainha voa para um local
de agregacao de zangdes e rapidamente acasala sequencialmente com mais de dez destes
(Koeniger et al., 1979; Schluns et al., 2005). Apds este voo nupcial a rainha retorna a
colmeia e comeca a produzir ovos, principalmente ovos fertilizados que dao origem as
operarias (Winston, 1987). Nessa fase, ela pode botar até 2000 ovos por dia. Ela ndo ir&
se acasalar mais, e também néo saira mais da colmeia, exceto na divisdo da col6nia por

enxameagem, que € o processo da reproducao social (Winston, 1987).

Um aspecto importante da divisdo de trabalho em himenopteros eussociais, é a
presenca de sobreposicdo de geragdes nas colonias (Wilson, 1971), pois ap6s a fundacdo
da coldnia, a rainha, organismo geralmente Unico na col6nia, se tornou a mée de todas as
operarias, e geracdes sequencias de operarias cuidam da prole dessa Unica rainha e da
manutenc¢do da colonia em geral. As operarias representam o maior nimero de individuos
em uma colmeia, chegando tipicamente a 20-50 mil operarias em coldnias de A. mellifera,
enquanto que os zangdes variam de dezenas a centenas de individuos dependendo da

estacdo do ano.

Portanto, em uma coldnia de A. mellifera existem basicamente dois modos de
divisdo de trabalho, aquela que ocorre dentro da casta de operarias, dependente da idade,
o0 polietismo etério e aquele referente a reproducdo, que ocorre entre as duas castas
femininas, rainha e operarias, que foram alimentadas diferencialmente na fase larval e,

consequentemente divergiram em sua morfologia e fisiologia e (Johnson, 2009).
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1.3 Diferencas entre rainhas e operarias

Os dois fenotipos morfolégicamente e funcionalmente tdo divergentes do sexo
feminino n&do sdo genotipicamente distintos, pois um ovo fertilizado (diploide) tem o
potencial de gerar ambos os fendtipos, essa diferenciacdo ird depender do regime
nutricional ao qual a larva sera exposta durante o seu desenvolvimento. A larva de rainha
recebe, durante toda a fase larval de 5 instares, grandes quantidades de geleia real, uma
secrecdo produzida pelas glandulas hipofaringeas e mandibulares das operéarias nutridoras
(Rembold, 1965; Drapeau et al., 2006). As operarias, por sua vez, recebem inicialmente,
uma secrecdo glandular similar, porém menos rica em agucares, chamada de geleia de
operéria, e posteriormente, a partir 4° instar larval, uma mistura desta secrecao glandular
com mel e pélen (Haydak, 1970). Essa diferenca na alimentacdo leva a expressdo das
caracteristicas morfologicas, comportamentais e fisioldgicas entre os individuos adultos
dessas duas castas, por meio da ativacdo diferencial de vias de sensoriamento e
sinalizacdo do estado nutricional e do sistema enddcrino, principalmente horménio
juvenil (HJ), primordial no processo de regulacdo da metamorfose e reproducédo em

insetos (Jindra et al., 2013).

Na via de acdo do HJ existem varios genes importantes, tanto relacionados a sua
producdo quanto a resposta biolégica no organismo. Damos destaque a dois genes, 0
Krzippel-homologl (kr-hl), que é o gene de resposta imediata ao HJ (Belles & Santos,
2014; Jindra et al., 2013) e o gene mfe, codificador da enzima farnesoato epoxidase, que
estd envolvido na etapa final da producéo de HJ em abelhas (Rachinsky e Hartfelder 1990,
1991). Alteragdes nos niveis desse hormonio na circulacdo irdo desencadear um processo

de diferenciacéo entre as duas castas.
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As rainhas, alimentadas com geleia real, apresentardo um aumento nos niveis do
HJ (Rachinsky e Hartfelder 1991), que irdo especificamente permitir o desenvolvimento
pleno do ovario nas larvas rainhas. J& nas larvas operarias, que recebem outra dieta, 0s
niveis de HJ sdo mais baixos, e estes niveis baixos ndo conseguem impedir a morte celular
programada que destréi mais que 90% dos ovariolos, que sdo as unidades seriais que
compdem os ovarios dos insetos (Schmidt Capella e Hartfelder, 1998; Leimar et al.,

2012).

Entre os diversos genes responsaveis pela diferenciacdo ovariana entre rainhas e
operarias encontra-se 0 gene Tudor-SN codificador de uma proteina que é clivada pela
caspase 3 durante o processo de apoptose e que estd diretamente relacionado com a
esterilidade em Drosophila melanogaster (Sundstrom et al., 2009). Em abelhas meliferas
a proteina Tudo-SN apresenta uma interagdo direta com Incovl, um RNA longo nédo
codificador, que tem seu pico de expressao exatamente durante o processo de apoptose
ovariana em larvas operarias (Humann et al., 2013). Incovl se encontra no centro de um
QTL previamente identificado como responsavel pela variagdo no nimero de ovariolos

em operarias (Linksvayer et al., 2009).

Enquanto o HJ e o0s genes supracitados estdo diretamente ligadas ao
estabelecimento das diferencas no sistema reprodutivo entre as duas castas, considera-se
que vias de sensoriamento de nutrientes podem estar envolvidos na diferenca do seu
tamanho e de outras caracteristicas morfologicas das abelhas meliferas (Hartfelder et al.,
2015). A via de sinalizacdo de insulina (11S), juntamente com a via de alvo da rapamicina
(TOR) sdo vias que agem paralelamente e que sdo conservadas evolutivamente entre 0s

metazoarios (Brogiolo et al., 2001; Edgar, 2006). A via de insulina tem uma relagédo
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intima com o sistema enddcrino e juntos ambos sdo capazes de regular 0s processos de
muda e metamorfose em insetos (Colombani et al., 2005; Mirth et al., 2005). Essas duas
vias, tanto a TOR quanto a 1IS sdo de grande importancia na diferenciagéo de castas, por
exemplo, o silenciamento, por meio de RNAIi, do gene AmTOR no inicio do
desenvolvimento causou a inibicdo das caracteristicas de rainha (Patel et al., 2007). Por
sua vez, 0s genes pertencentes a via de IS, AmILP-1 e AmILP-2 apresentam um padréo
de expressdo diferente entre as castas ao longo do desenvolvimento. AmILP-1 apresenta
um pico de expressao nas fases L5F1 e L5F2 na casta de rainha enquanto AmILP-2
apresenta um pico durante as fases L5F3 e L5S1 na casta de operaria (de Azevedo &
Hartfelder, 2008). Por sua vez, a via Egfr supostamente tem como uma de suas funcdes

traduzir o estimulo da Royalactina, que é uma proteina da geleia real (Kamakura, 2011).

Por isso é possivel notar, quanto as diferencas morfoldgicas, que a rainha adulta
apresenta um grande namero de ovariolos, variando de 150-200 unidades em cada ovario,
e por meio deste grande nimero é capaz de botar por volta de 1000 ovos por dia, enquanto
que as operarias tém apenas de 2-20 ovariolos por ovario (Snodgrass, 1956). Dessa forma,
as operarias tém ovarios atrofiados, o que torna essa caracteristica um fator limitante na
sua capacidade reprodutiva. Observa-se que operarias ndo sdo estéreis, mas subférteis,
pois sdo reprimidas na sua capacidade reprodutiva pela presenca da rainha na colmeia,
mais especificamente pelo feromdnio da rainha (ver revisdes em Ronai et al., 2016;
Hartfelder et al., 2017). Um dos genes que altera sua expressdo na ativacdo do ovario de
operérias € Anarchy, codificador de uma proteina peroxissémica. Tal proteina pertence a
familia de proteinas transportadoras de solutos mitocondriais (Visser et al., 2002).

Anarchy é amplamente estudado por regular diretamente o estado de ativacdo do ovario
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de operérias adultas (Ronai et al., 2016). Na auséncia de uma rainha, as operarias podem
ativar os seus ovarios e produzir ovos que ndo serdo fecundados, ja que essas ndo

acasalam, e consequentemente tais ovos dardo origem a zangdes.

Além do tamanho dos ovarios, que é uma das caracteristicas mais marcantes entre
as duas castas e que delimita claramente as suas fungdes distintas, a rainha apresenta
também maior longevidade que as operarias, tendo tempo de vida que varia de 2-3 anos,
enguanto que as operarias em regides tropicais tipicamente vivem de 35 a 40 dias, mas
podem viver até 180 dias no caso de abelhas diutinos, que passam de inverno na colmeia
em climas temperados (Munch & Amdam, 2010). Outra diferenca morfolégica muito
marcante que diferencia rainhas e operarias é que as operarias possuem um aparato
especializado para coleta de poélen, as corbiculas nas pernas traseiras, e glandulas
hipofaringeas bem desenvolvidas (Snograss, 1956). As glandulas hipofaringeas séo

diretamente ligadas a producéo de alimento larval (Free, 1980).

1.4 Epigenética — acetilacdo de histonas

O DNA ¢é uma estrutura extremamente compactada no nucleo da célula dos
eucariotos. Para que fatores de transcricdo possam interagir com sitios de reconhecimento
em regides regulatérias e a maquinaria de transcricdo possa ser montada, existe um
processo regulatério fino que modula o grau da condensacdo e descondensacdo da
cromatina. Esses processos séo denominados de epigenéticos pois atuam sobre a estrutura
e compactacdo da cromatina, podendo passar ou ndo de geracdo para geragcdo, mesmo
que, a principio, ndo impliguem em mudancas na sequéncia nucleotidica do DNA
(Holliday and Pugh, 1975). Esses processos epigenéticos sdo importantes para a
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diferenciacdo celular, desenvolvimento, protecdo contra genomas exdgenos, tal como o
viral, e parecem ser criticos para que haja a integracao entre sinais enddgenos e ambientais

durante a vida do organismo (Jaenisch & Bird, 2003; Feinberg et al., 2006; Herceg, 2007).

Histonas sdo proteinas altamente conservadas, compostas por um octamero de
proteinas, dois dimeros H3-H4 e dois dimeros H2A-H2B. Esse octamero é envolto pela
fita de DNA, dando origem a uma estrutura denominada nucleossomo. Nessa estrutura
existe uma grande interface entre o cerne de histonas e 0 DNA, o que propicia a formacéo
de 142 ligagBes de hidrogénio entre os aminoécidos do cerne de proteinas e o esqueleto
fosfodiéster que compbe o DNA (Luger et al., 1997; Luger & Richmond, 1998; Jin et al.,
2005). Além das ligacdes que se formam e sdo de grande importancia para manter o DNA
envolto as histonas, cada componente desse octamero ird apresentar também uma cauda
N-terminal que se projeta para fora da estrutura do nucleossomo (Luger et al., 1997). Sdo
regides que podem sofrer alteracdes por adicdo ou remocao de grupos fosfato, metil ou
acetil. Entre as 8 caudas que se projetam para fora da interface cerne de histonas/DNA,
as caudas das histonas 3 possuem muitos residuos especificos de aminoacidos,
principalmente lisinas, que sdo altamente suscetiveis a modificacdes e apresentam carga
positiva. A acetilagdo, adicdo de um grupo acetil, a residuos lisina da cauda N-terminal
geralmente causa o afrouxamento da cromatina. A ligacdo desse grupo a um residuo de
aminoacido, que anteriormente era positiva devido a grande quantidade de lisinas e
argininas, torna a regido do cerne de histonas agora carregada negativamente, e dessa
forma, o DNA, por apresentar carga negativa devido a presenca dos grupos fosfato, é
repelido, afrouxando o nucleossomo e, consequentemente, facilitando o acesso de fatores

de transcricdo e montagem da maquinaria transcricional. Ao contrario, a desacetilacdo ou
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a metilacdo de histonas tendem a tornar a cromatina mais compactada, impedindo tal
acesso. A acetilacdo das histonas se da atraves da acdo de histona acetiltransferases
(HATS), enquanto as enzimas histona desacetilases (HDACs) removem o grupo acetil
desses residuos (Eberharter e Becker, 2002). A acdo antagbnica dessas enzimas permite
a regulacdo do estado de condensacdo da cromatina. Tanto as HATs quanto as HDACs
podem ser moduladas na sua atividade por diversas moléculas, como por exemplo, as
HDACIs, inibidoras de atividade das HDACs, que, ao impedir a atividade dessas,
ocasionam uma manutencdo ou até aumento nos niveis de acetilagdo das histonas
(Dokmanovic and Marks, 2005; Dokmanovic et al., 2007a). Dentre os diversos HDACIs
o Butirato de sodio (NaB), acido graxo de cadeia curta, € uma molécula muito utilizada
para estudos em abelhas de alteracGes epigenéticas em abelhas (Hu et al., 2017, 2018).
Essa molécula é capaz de inibir enzimas HDACSs dos grupos | e lla, além de modificar de
forma seletiva todas as HDACs nucleossomicas (Gui et al., 2004; Dokmanovic et al.,
2007b). Através dessa funcdo de inibicdo essa molécula tem comprovada a capacidade a
capacidade de alterar a expressdo génica em camundongos e humanos (Davie, 2003) e

em abelhas (Hu et al., 2017, 2018).

AlteracOes epigenéticas, sdo de suma importancia para a regulacdo dos processos de
transcricdo, e podem ser fortemente influenciadas por fatores ambientais (Waterland e
Jirtle, 2003, 2004). Dessa forma, fatores ambientais podem apresentar uma influéncia
bastante expressiva sobre os padrdes epigenéticos encontrados em determinado

organismo, especialmente no processo de desenvolvimento.
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1.5 Determinacao de castas em abelhas meliferas — efeitos epigenéticos

Em A. mellifera a alimentacdo é o fator ambiental de maior influéncia sobre a
determinacdo das castas femininas. A geleia real, oferecida as larvas de rainha, e a dieta
mista oferecida as larvas de operarias (ver referéncias em Hartfelder et al., 2015), causam
respostas divergentes em diversas vias de sinalizacdo e também afeta fatores epigenéticos
(Maleszka, 2008). Dentre as diversas moléculas presentes na geleia real, um acido graxo,
10 hidroxi-2-decendico (L0OHDA), tem chamado muita atencdo, entretanto, as suas
funcbes como composto alimentar ainda estdo pouco esclarecidas. Sabe-se que sua
producdo aumenta significativamente com o envelhecimento das operarias (Yang et al.,
2017). Ja quanto a sua acdo nas larvas, supfe-se que tem uma fungdo na regulagéo
epigenética como inibidor de HDACs, uma vez que o0 10HDA tem mostrado tal efeito em

cultivo de células de mamiferos (Spannhoff et al, 2011).

A diferenca nos niveis de 10HDA ingerido pelas larvas, principalmente nos estagios
larvais criticos para a diferenciacdo de castas (L4 e L5F1), pode ser um fator muito
importante para desencadear a plasticidade fenotipica observada entre as duas castas, pois
0 10HDA poderia agir diretamente sobre a compactacdo da cromatina, através da inibi¢éo
de HDACs. Dessa forma, sugere-se que os niveis de acetilacdo de histonas presentes em
larvas de rainha que ingerem maior quantidade de 10HDA que operarias (Wang et al.,
2016) tenderiam a ser maiores que os niveis observados em operéria. Em insetos, e
especialmente em abelhas, ainda ha poucos estudos relatando efeitos de inibidores de
HDACs sobre processos de desenvolvimento. Um destes mostrou que a injecdo dos

HDACIis SAHA e/ou butirato de s6dio (NaB) acelera o desenvolvimento pds-embrionario
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no lepidéptero Galleria melonella (Mukherjee et al., 2012), enquanto a injecdo de
inibidores de HATS retarda o desenvolvimento. J& em A. mellifera, foram mostrados
efeitos da 10HDA sobre a melhora da memdria em abelhas meliferas adultas expostas a
inseticidas do tipo neonicotinodides (Hu et al., 2017) e sobre a resposta imune quando

infectadas com diversos patogenos (Hu et al., 2018).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
O objetivo geral desse trabalho era de avaliar o papel das enzimas HDACs das
classes I e 1l em larvas de A. mellifera e investigar o efeito do inibidor da atividade de
HDACs, 10HDA, na expressao de caracteres fenotipicos e principalmente na expressao
de genes que sdo diferencialmente expressos entre as duas castas femininas. Essa pesquisa
teve o intuito de entender se, e como um aumento na concentracdo de 10HDA, substancia
encontrada em maior concentracdo no alimento das rainhas, poderia propiciar uma
mudanca fenotipica nas larvas operaria e, especialmente na expressao génica relativa de

genes chave na diferenciagdo das castas.

2.2 Objetivos Especificos
1. Quantificar os niveis transcricionais dos genes que codificam as HDACSs, e dnmt3, uma
DNA metil transferase, ao longo do desenvolvimento larval. Tais analises realizamos por

meio de ensaios RT-qPCR, comparando larvas de operéria e rainhas naturais.

2. Realizar testes de alimentacdo in vitro de larvas de operarias por 24 h com diferentes
concentracdes de 10HDA para avaliar os efeitos sobre a expressdo dos genes que

codificam HDACSs, dnmt3, Kr-h1 e mfe.

3. Avaliar a atividade enzimatica das HDACs em larvas de operarias criadas in vitro sob

dieta com maiores quantidades de 10HDA e compara-las a rainhas e operérias naturais.

4. Avaliar o efeito do 10HDA em cultura in vitro de ovarios de larvas de operéaria para
avaliar o efeito sobre a expressao de genes importantes na diferenciacéo casta-especifica

dos ovarios.
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5. Realizar uma analise detalhada de anotacdo dos genes codificadores de HDACSs no

genoma de A. mellifera.
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3. HIPOTESE

A hipotese desse trabalho era que larvas jovens criadas como operarias, quando
tratadas com 10HDA através da alimentacdo, desenvolveriam carateristicas fenotipicas e
moleculares semelhantes as de rainha. Tal seria causado devido a alteracdo na

conformacéo da cromatina pela fungéo de inibicdo que o 10HDA teria sobre as enzimas

HDACS.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material Bioldgico

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizadas larvas de operarias e rainhas
de Apis mellifera (hibridos Africanizados) provenientes do Apiadrio Experimental do
Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, Ribeirdo
Preto, SP. Larvas da casta rainha foram criadas seguindo préatica padréo da apicultura, por
transferéncia de larvas recém eclodidas para clpulas realeiras e introducdo das mesmas
em colmeias de recria. As larvas de operaria foram obtidas diretamente de favos de cria.
Para confirmar que as larvas coletadas estavam na fase desejada essas foram pesadas em
balanca digital AY220 (Shimadzu) para subdivisdo nos respectivos estagios de

desenvolvimento larval (Michelete & Soares, 1993).

4.2 Teste de doses dos inibidores de HDACs 10HDA e butirato de sodio
(NaB) em experimento de criagéo in vitro

As larvas coletadas no estagio L1 (primeiro instar larval) foram transferidas para
placas de cultura de células (24 pocos), contendo uma dieta larval artificial, oferecida
diariamente, com 53% de geleia real, 6% de frutose, 6% de glicose, 1% de extrato de
levedura e 34% de H2O (Kaftanoglou et al., 2011; de Souza et al., 2015) e diferentes
concentracdes de 10HDA (5 mM e 15 mM) e butirato de sédio (NaB,1 mM e 10 mM).
Foram mantidas em estufa com condic@es similares a da colénia (34 °C e 80% de umidade
relativa) até a eclosdo das abelhas adultas. Foi realizada a analise de pardmetros gerais
como peso e duracdo do desenvolvimento até emergirem como abelhas para 0s grupos
tratados com NaB e controle. A maioria dos experimentos e testes realizados foram feitos

com NaB, usado nesse caso como um controle positivo. Nos poucos testes realizados com
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0 10HDA tivemos problemas experimentais pela alta concentracdo de alcool que essa

substancia teve de ser diluida.

4.3 Teste de doses in vitro por 24h

Para esse experimento larvas de operaria em estagio L3 (terceiro instar larval),
proximo ao periodo em que a casta é estabelecida, foram coletadas diretamente da
colmeia e transferidas para placas de cultura de células (24 pocos), contendo a dieta larval
artificial composta de 53% de geleia real, 6% de frutose, 6% de glicose, 1% de extrato de
levedura e 34% de H20 (Kaftanoglou et al., 2011; de Souza et al., 2015) e diferentes
concentracdes de 10HDA (5 mM e 15 mM) e NaB (1 mM e 10 mM). As placas foram
mantidas em estufa com condicGes similares a da col6nia (34 °C e 80% de umidade
relativa) por 24 h. Apds esse periodo, quando as larvas ja estavam no quarto instar larval
(L4), elas foram coletadas e passadas imediatamente para 500 pL de reagente TRIzol®
(Life Technologies), e em seguida foram armazenadas em freezer -80 °C até a extracéo

do RNA.

4.4 Cultura de tecido do ovario

Para a realizacdo desse experimento foram utilizadas larvas de operaria na fase
L5F1, fase anterior a um pico de expressdo de HDAC4 em rainhas (Figura 3C). As larvas
foram coletadas diretamente dos favos e pesadas para garantir que estavam na fase
desejada. Apds a coleta essas foram dissecadas e 0s ovarios extraidos e acondicionados
em placas de 24 pocos contendo meio GRACE (Sigma), e a concentracdo desejada de
10HDA diluida em &lcool absoluto, no caso 5 mM. Como controle foi utilizado um poco

apenas com meio GRACE e outro apenas com a mesma quantidade de alcool usada para
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dissolver o 10HDA. O experimento foi realizado com 3 amostras por vez, para que o
grupo tratado e os controles fossem coletados no mesmo dia e passassem pelas mesmas
condi¢es. Para cada grupo foi coletado um pool de 10 pares de ovarios, e esses foram
mantidos em meio por 24 h a 34 °C e 80% de umidade relativa. Passado o tempo 0s
ovarios foram coletados e colocados em tubos de 1,5 mL contendo 250 pL de TRIzol.
Em seguida as amostras foram acondicionadas em freezer -80 °C até a extracdo de RNA

do tecido.

4.5 Perfil de expressdo de HDACs e dnmt3 ao longo do desenvolvimento larval
Imediatamente ap0s a coleta as larvas tiveram a cuticula rompida e as carcacas de
larvas L1, L2 e L3 foram imersas em 300 pL de reagente TRIzol em tubos Eppendorf de
1,5 mL e homogeneizadas, por serem muito pequenas foi feito um pool de 5 individuos
para essas fases. Por sua vez, as carcacas das larvas de fase L4 e L5 (F1, F2, F3, S1,S2 e
S3) foram imersas em 500 pL de reagente TRIzol em tubos Eppendorf de 2 mL,
homogeneizadas com o auxilio de um pistilo e o volume foi completado para 1 mL. As

amostras foram armazenadas em freezer -80 °C até a extracdo de RNA.

4.6 Extracdo do RNA total e sintese do cDNA

Para a extracdo do RNA, as amostras em TRIzol retiradas do freezer ficaram por
5 minutos expostas a temperatura ambiente. Em seguida, foi acrescentado cloroférmio
aos tubos (0,2 mL para cada 1 mL de TRIzol) e a mistura foi homogeneizada e deixada
em repouso em temperatura ambiente por 3 minuto, centrifugadas a 15.234 x g a 4 °C por
15 minutos. Ao final da centrifugacdo a fase aquosa das amostras, que contém o RNA,

foi retirada e transferida para outro tubo Eppendorf. A partir da fase aquosa procedeu-se
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com a etapa de isolamento do RNA, em que 0,5 mL de isopropanol 100% para cada 1 mL
de TRIzol, foi adicionado as amostras. As mesmas foram homogeneizadas e mantidas em
repouso a temperatura ambiente por 10 minutos, seguido de centrifugacéo por 10 minutos,
a 15.234 x g e 4 °C. O sobrenadante presente em cada tubo foi retirado, deixando apenas
0 pellet ao qual foi adicionado 1 mL de etanol 75% para cada mL de TRIzol. As amostras
foram novamente homogeneizadas e centrifugadas por 5 minutos a uma velocidade de
5.974 x g a 4 °C. Ao final da centrifugacdo o sobrenadante foi retirado, cuidadosamente
deixando apenas o pellet, e 0 excesso de etanol ainda presente foi retirado do tubo por
evaporacao em bloco térmico a 60 °C por volta de 5 a 10 minutos. Ja seco, o pellet foi
ressuspenso em 10-50 pL de H20 tratada com 0,1% de dietilpirocarbonato (DEPC),

dependendo do tamanho do pellet.

Em seguida, 10 pL de cada amostra foi tratada com DNase |, RNase-free (Thermo
Scientific™), Para isso, 1 uL da enzima DNase mais 1 pL do 10 x Reaction Buffer foram
adicionados a 10 pL de cada amostra, homogeneizadas por pipetagem repetida. Em
seguida as amostras foram colocadas em um termociclador (Applied Biosystems) a 37 °C
por 30 minutos. Logo apos, foi adicionado 1 pL de EDTA (50mM), e as amostras foram
colocadas novamente no termociclador a 65 °C por 10 minutos. A pureza e quantidade do
RNA das amostras foram avaliadas por meio de leitura da absorbancia nos comprimentos
de onda 260 e 280 nm em espectrofotdmetro Nanoview (GE Healthcare Life Sciences).
Amostras com valores da raz&o 260/280 entre 1,8 e 2,0 foram utilizadas para a confecgéo

do cDNA.
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A sintese da primeira fita de cDNA foi realizado com UltraScript 2.0 cDNA
Synthesis Kit (PCRBiosystems, London, UK) utilizando 1 pg do RNA total de cada
amostra. Todas as amostras com concentragdes acima de 0,1 ug/uL foram diluidas em
agua DEPC para ajustar a concentracdo desejada. Quantidades iguais de RNA foram
retiradas de cada amostra para sintese de cDNA, que foi realizada com 4 uL de 5x cDNA
Synthesis Mix, 1 uL de UltraScript 2.0 for cONA Synthesis (with RNase inhibitor) e 5
uL de agua DEPC para cada 10 uL de amostra. As amostras foram homogeneizadas e

colocada no termociclador a 50 °C por 30 minutos, seguido de 95 °C por 10 minutos.

4.7 Quantificacdo por RT-gPCR dos transcritos de genes codificadores de
HDACSs e genes de interesse

Os niveis de expressdo dos genes avaliados neste trabalho foram quantificados por
PCR em tempo real (RT-gPCR) utilizando primers especificos (Tabela 1). As analises
foram avaliadas em 6-8 replicatas biologicas, cada um com 3 replicatas técnicas. As
analises foram realizadas utilizando o reagente PCR 2x gqPCRBIO Sygreen Mix Separate
ROX (PCRBiosystems, London, UK) no sistema StepOne Plus™ (Applied Biosystems).
O mix de reacdo era composto de 1,0 uL de cDNA (diluido 1:10), 3,7 puL de H20
ultrapura, 5,0 uL de 2x gPCRBIO PCR Sygreen Mix Separate ROX (para cada 1 mL de
Sygreen foi acrescentado 20 pLL de ROX) ¢ 0,3 uL dos primers forward e reverse diluidos

juntos a uma concentragdo de 10 pM, conforme protocolo padronizado no laboratério.

Para a analise e interpretacdo dos dados obtidos pela RT-qPCR realizamos 0s
calculos com base nos valores do Ct (threshold cycle), ciclo em que a fluorescéncia
ultrapassa o limiar (threshold), do gene alvo e dos genes de controle endégeno, sendo

estes um gene ribossomal Rpl32 (GB47227) e uma actina citoplasmatica (GB44311)
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(Lourenco et al., 2008). Para o calculo da expressdo relativa dos genes de interesse

aplicamos a férmula 2-42¢t (Livak & Schmittgen, 2001).

Tabela 1. Sequéncia dos primes utilizados no ensaio de RT-qPCR. Em negrito os genes
endogenos utilizados para padronizagdo. As linhas tracejadas representam auséncia de

informacao
Sequéncia de primers Tamanho
Gene_ID NCBI_ID Nome P'\:‘i’rr::r rf douto
Foward Reverse P
(pb)
GB47227 |NM_001011587.1| RIPOSOmal | gy 35 | CGTCATATGTT TTGAGCACGT 150
P GCCAACTGGT TCAACAATGG
GB44311 [NM_oo1185145.1 | Actinrelated ) acing | TGCCAACACT AGAATTGACC 156
P GTCCTTTCTG CACCAATCCA
GB53438 | XM_394976.7 dechriesttolgse , | HDAC1 | TCCTGGCACTG GCAACCTAACCG 205
y GTGACCTCCG ATCCCCTGTCA
GB43894 [ XM 358116 | MO | HDAC3 | TTGGAGCAGA CTATTGCTGTC 132
y AAGTGGGAGA GGTTGGAAAA
GB43234 | XM_391882.7 deaiéstt(igse 4 | HDAC4 | CATAGCACGAT CACGTTGTCACG 164
y GTTCGGTTGT CTTCAGATT
GB42847 | XM_026443068.1 dechrieSttolgse s | HDAC® AGAAAGGAA CTAAAGAAGATA 189
y TGGGTGATGC GCCAATGTGTC
kriippel- ] GCACTGGCAG CGTGGAGTGTTA
GBa5427 | XM_001123084 homologl Kr-h1 TGACAAGGAA TCGTAAGTAGCAA 7
metil farnesoato GGAATCATTT GTTATGCGCG
GB48175 | NM_001327966 epoxidase mfe CTTOCGGAGA CTATGOAAAT 145
Insulin-like CAAGCTGAGC
: CGATAGTCCT |  CAAGCTGAGC |
GB17332 | - peptide 1 ILP-1 GGTCGGTTTG ATAGCTGCAC
Insulin-like TAGGAGCGCA
GB10174 | NC_037651.1 : ILP-2 TTCCAGAAATG 166
- pEptlde 2 GAGATGGATG ACTCCTCTGT
GB48301 XxM_016013181.2| forKneadbox FoxO TTATGCGAGT AACCGGACTG 242
P GCAGAACGAG TCTGGAAAGA
epidermal growth
GB54477 | XM_026441434.1 | factor receptor- Egfr GAGATCCTGG GCAGAAAGTC 187
like CCGATATCTG CTGGTGGAATC
GB44905 | XM_625127 rza;?netg‘; TOR AACAACTGTT GTTGCAGTCC 153
pamy GCTGACGGTG AGGCTTTTTG
staphylococcal
GB12860 | - nuclease domain- | 1,4o.gnr | GTTACCAGTG AGCAATGCTC | -
Csmf:m' ? GATCGCGTCT TCGGGTGAAA
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JZardsal- long “Ogcé’ﬁl‘/'lg Incov 1 GGAGAAGCT CTGCTACACA | o
JZ474546 ovary- TTGGGGAGAG CCACCATAAC
Zarasar— long noncoding |0y | TCTCCCGGTGA eaactcceee . |
JZ474553 ovary- CAAGGAAATC TCGACTTTTC

peroxisomal
GB48961 | XM_006565307.3|  membrane Anarchy | ACAAAGGAA GGAAATTTAC 188

protein PMP34 TGGAAGCCAAA ACGGGGAACA

DNA
GB55485 | NM_001190421.1 | methyltransferase | Dnmt3 | CAGCGATGACCT TACAGGGTTTA 152
3 GCGATCGGCGATA TATCGTTCCGAAC

4.8 Extracdo de proteinas nucleares

Para a extracdo de proteinas nucleares foi utilizado o nuclear extraction Kit
(EpiGentek). Inicialmente as larvas foram pesadas e em seguida maceradas com um
pistilo em tubos de 1,5 mL. Foi acrescentado a esses tubos o tamp&o NE1 diluido 10x em
agua MiliQ e os pedacos teciduais foram novamente homogeneizados. Seguimos a
recomendacdo do fabricante em que por grama de tecido deve-se adicionar 5 ml de NE1
diluido (1X) contendo 5 ul de DTT (1:1000). Apds a homogeneizagdo as amostras foram
incubadas no gelo por 15 min, em seguida centrifugadas por 10 min a 15.234 x g e 4 °C.
O sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 50 ul do tampao NE2 contendo
DTT Solution e PIC a uma proporc¢édo de 1: 1000. As amostras foram incubadas em gelo
por 15 minutos e nesse tempo de incubacdo foram vortexadas por 5 segundos a cada 3
minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 21.952 x ge 4 ° C.
O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo frasco e as amostras foram

imediatamente quantificadas por método de Bradford.
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4.9 Incubacao de extratos nucléicos com geleia real e geleia de operaria

Para esse experimento utilizamos 0s extratos nucleicos previamente extraidos de
rainhas e operarias naturais da fase L5F2, pois nessa fase as amostras estavam mais
concentradas. Escolhemos os 3 extratos com maiores concentracdes em cada casta. Apds
a escolha pegamos cerca de 20 pl de cada amostra ¢ misturamos em unico tubo formando
um pool de 6 individuos, 3 rainhas e 3 operarias. Esse pool serviu de base para 0 nosso
experimento. As geleias, real e de operaria, coletadas diretamente da coldnia, foram
diluidas 100x em tamp&o NE2 contendo DTT Solution e PIC a uma proporc¢éo de 1: 1000,
esse foi utilizado no processo de extracao de proteinas. Pegamos 10 ul do pool de extrato
nucleico e adicionamos 10 ul de geleia real (1:100), geleia de operarias (1:100) ou NE2
(contendo DTT Solution e PIC). Esses 20 ul foram colocados em tubos de 0,2 ml e
incubados a 34 °C e 80% de umidade relativa por 1 h em estufa agitando a 180 rpm. As
amostras foram armazenadas em freezer -80 °C até a utilizacdo do Kit de andlise da

atividade enzimaética. O n amostral utilizado foi de 7 amostras para cada tratamento.

4.10 Quantificacdo proteica por método de Bradford

Para a quantificacdo dos extratos proteicos obtido por meio da extracdo de
proteinas nucleares foi utilizado o método de Bradford, conforme indicado pelo fabricante
do kit de anélise da atividade enzimatica de HDACs. Incialmente foi construida uma
curva padrdo a partir de uma concentracdo conhecida proteina (2 mg/ml) de albumina de
soro bovino (BSA; Sigma). O BSA foi pesado e colocado em 1 mL de agua, e a partir
dessa solugédo foram geradas 7 dilui¢gbes consecutivas para a construgdo da curva padréo.
Foram pipetadas duplicatas de 10 ul das respectivas diluicdes em placa ELISA de 96

poc¢os. Em seguida, 2 ul das amostras de extrato protéico foram pipetados em triplicata
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nos pocos restantes. Para uma quantificacdo precisa do extrato nuclear, o buffer de
trabalho final (NE2 + PIC com DTT) foi utilizado como branco. Para os po¢os destinados
a producéo da curva padrao foram adicionados 190 pl de reagente de Bradford (Comassie
Blue G250, Etanol 95%, acido fosforico 85% e agua ultrafiltrada), e para os pogos
contendo amostras e o branco foram colocados 198 ul de reagente Bradford, assim
totalizando 200 pl em cada pogo. Ap6s 10 minutos foi realizada a leitura no equipamento
PowerWavex (BIO-TEK instruments, inc.) utilizando o comprimento de onda de 595 nm.

Logo apds a quantificacdo as amostras foram congeladas a -80 ° C até uso posterior.

4.11 Analise da atividade enziméatica

O ensaio para avaliagdo da atividade das histonas desacetilases foi realizado
utilizando o EpiQuik HDAC Activity/Inhibition Assay Kit (EpiGentek), que avalia nove
tipos de HDACSs, incluindo as quatro enzimas encontradas em abelhas meliferas (HDACs
1,3 daclasse | e as HDACs 4 e 6 da classe I1). Para esse experimento foram utilizados
0s extratos nucleares previamente preparados. Inicialmente diluimos o primeiro item do
kit, H1 (tampao de lavagem 10X) com agua ultrafiltrada (pH 7,2-7,5) na proporc¢éo 1:10.
Em seguida, o reagente H3 foi diluido na propor¢do 1:50 na solugdo de H1 diluido. Da
solucdo resultante foi pipetado 50 pl apenas nos poc¢os de amostra e de controle. Para a
preparagdo da curva padréo, foi adicionado 50 ul de H1 diluido aos pogos, seguido pela
adigdo de 1 pl de H5 em diferentes quantidades (10, 5, 2,5, 1,0, 0,5 e 0,1 ng). Os pogos
foram cobertos com parafilme e incubados em temperatura ambiente por 40 minutos. Em
seguida os pogos foram aspirados e lavados por duas vezes com 150 pL de H1 diluido.
Na proxima etapa do ensaio enziméatico adicionamos 28 ul de H2 e 2 pl dos extratos

nucleares (2,5 ng/ul) aos pogos destinados as amostras. Para 0s pocos destinados ao
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controle, curva padrdo e branco foram adicionados 30 ul de H2. O conteldo foi
cuidadosamente misturado e as strips, colunas destacaveis da placa, foram cobertas e em
seguida incubadas a 37 °C por 30 minutos. Apos a incubagdo o liquido dos pocos foi
aspirado e os pocos foram lavados por trés vezes com 150 pL de H1 diluido. Para o passo
seguinte foi feita a diluicdo do H6 (na proporcdo de 1: 100) em H1 diluido. Da solugédo
resultante dessa diluicdo foram adicionados 50 ul a cada pogo da placa e essas foram
novamente cobertas e em seguida a placa foi incubada a temperatura ambiente por 60
minutos e 50-100 rpm em um agitador orbital (TS-2000A VDRL shaker; (Biomixer). O
liquido dos pocos foi aspirado e 0s pogos lavados quatro vezes com 150 pL de H1 diluido.
Na etapa seguinte diluimos H7 (na proporc¢éo de 1: 1000) em H1 diluido, e dessa solucao
adicionamos 50 pl a cada pogo da placa e incubamos em temperatura ambiente por 30
minutos. O liquido dos pocos foi aspirado e os pocos foram lavados cinco vezes com 150
uL de H1 diluido. Em seguida adicionamos 100 pul de H8 a cada pogo e incubamos a
temperatura ambiente por 7 minutos no escuro até os po¢os, principalmente o controle,
adquirirem uma tonalidade azul média. Por fim, adicionamos 50 ul de H9 a cada pogo
para interromper a reacao enzimatica. Apds a inclusdao do H9, a cor dos po¢os muda para
amarelo. Apds 2 minutos a absorbancia foi lida no equipamento PowerWavex (BIO-TEK
instruments, inc.) utilizando o comprimento de onda de 450 nm. O calculo da atividade

enzimatica foi feito seguindo a formula abaixo, indicada no protocolo do fabricante.

[OD (control-blank) — QD (sample — blank]]

Activity (ng/h/ml) = x sample dilution®
slope x reaction time (0.5-1 hour)
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4.12 Analises estatisticas

Anédlises estatisticas foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 7. Nas
analises estatisticas de peso com que as abelhas emergiram foi utilizado o teste one-way
ANOVA com o teste pos-hoc Bonferroni para comparagdes multiplas. Para a analise do
tempo de desenvolvimento entre os grupos foi utilizado o teste qui-quadrado. Os grupos
foram comparados dois a dois por vez e o valor de p foi corrigido pelo método de
Bonferroni para multiplas comparagdes. Para isso, dividimos o valor de p adotado, no
caso 0,05 pelo nimero de comparacgdes feitas. Na andlise do perfil de expressdo das
HDAC:s entre rainhas e operarias foi utilizado o teste two-way ANOVA com o teste pds-
hoc de Sidak. Com relacdo as analises do teste de doses e da cultura de tecido foi utilizado
0 teste one-way ANOVA e pds-hoc de Bonferroni, em alguns graficos desses
experimentos utilizamos o pds-hoc de Turkey. Para dados nao paramétricos utilizamos o
teste Kruskal-Wallis com pds-hoc de Dunn. Para a analise enzimatica foi utilizado teste t
para comparar rainhas e operarias naturais e one-way ANOVA e p6s-hoc de Turkey para

os graficos do tratamento e incubacéo de extrato com geleia real e geleia de operaria.

4.13 Anotacédo génica

Para a anotacdo génica partimos do ID dos genes das HDACs indicados no artigo
Wang et al. (2014). Baixamos a sequencia correspondente ao ID no NCBI e utilizamos a
sequéncia FASTA de proteina como entrada para uma bisca tBLASTnN contra a base de
dados de nucleotideo Amel_4.5 (GCF_000002195.4) chromosome assembly do BeeBase.
Copiamos as coordenadas da sequéncia obtida para a plataforma Artemis do Sanger

Centre (https://www.sanger.ac.uk/science/tools/artemis), e a partir desse ponto
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https://www.sanger.ac.uk/science/tools/artemis

comecgamos a analisar e, caso indicado, ajustar as bordas de exons e introns de cada gene.
Finalizada essa etapa realizamos uma busca BlastP contra proteinas preditas de
Drosophila melanogaster e Tribolium castaneum no NCBI para avaliar qual proteina
nessas espécies tinha maior similaridades com as anotadas em A. mellifera. A partir desse
ponto comegamos a descrever 0s detalhes das respectivas proteinas HDAC de A. mellifera

em termos de numero de aminoacidos, numero de éxons, e outros.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teste piloto para uso de doses de 10HDA e butirato de sddio em
experimentos com criacgdo in vitro de larvas

O experimento em questdo teve por objetivo avaliar qual o fenétipo, tempo de
desenvolvimento e peso, observado em abelhas recém emergidas que foram tratadas ao
longo de toda a fase de desenvolvimento larval com 10HDA via alimentagéo. Estudos
tais como os de Wang et al., 2014 revelaram diferencas no peso de larvas tratadas a partir
do 4 ° instar larval com 10HDA em comparagdo ao grupo controle. Foram realizados
diversos testes piloto para avaliar qual a melhor dose a ser utilizada dos farmacos
inibidores de HDACsS, ja que na literatura sdo poucos 0s artigos que relatam dosagens
destes para larvas de abelha. Primeiramente, foram feitos os testes com butirato de sédio
(NaB), farmaco utilizado como controle positivo. Entretanto, a maioria destes testes
foram malsucedidos, pois as larvas ndo chegavam a se desenvolver por completo. A
maioria morreu durante ou apds os estagios finais do 5° instar larval (L5S1, S2 e S3),
subfases em que a larva para de se alimentar e comeca a esvaziar o intestino em
preparacdo para a metamorfose. Para resolver o problema foram realizados diversos
ajustes, tais como alteracGes nas doses das drogas, alteracdes na forma de alimentacéo e
manipulacdo das larvas, além de troca de reagentes que compdem a dieta. Na Tabela 2 é
possivel observar a porcentagem média de individuos vivos em cada fase do

desenvolvimento nos experimentos com NaB.
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Tabela 2 — Porcentagem de sobrevivéncia por experimento com N inicial variado de 80 a
100 larvas (20 a 24 larvas por grupo) em relacdo ao numero total de individuos
transferidos para as placas de cultura.

0, 0, 0,
% de % de % de % de bk bk ack
. larvas larvasem | pupas de
Experimento | larvas | larvas | larvas | larvas
em L5 L5 olho
emLl | emL2 | emL3 | emL4 . o
feeding | spinning branco
Experim.1 | 100% | 98,33% | 93,33% | 90% | 83,33% 50% 0%
Experim. 2 | 100% 80% 71% 66% 62% 40% 5%
Experim.3 | 100% | 100% | 87,5% | 77,5% | 71,25% | 46,25% 5%
Experim. 4 | 100% | 100% |93,75% | °>° | 8375% | 3875% | 30%
Experim.5 | 100% 95% 95% 95% 95% 89% 49%

Apobs diversas alteracdes, principalmente no menor manuseio das larvas durante a
alimentacdo, que foi realizada diariamente, foi possivel notar um aumento no nimero de
larvas que se desenvolveram por completo e emergiram. No penultimo experimento
realizado com o NaB foi possivel coletar abelhas emergidas para avaliar o peso entre 0s
grupos e o tempo de desenvolvimento para cada grupo (Figura 1). Durante os
experimentos quarto e cinco, mostrados na tabela 2, a diminui¢do na manipulacéo, ja que
as larvas ndo eram retiradas do lugar para a troca de alimento (Tabela 2 - Experimentos
4 e 5), esse era colocado ao lado delas, e também a troca do extrato de levedura (Tabela
2 — Experimento 5)contribuiram para um aumento na taxa de sobrevivéncia e para a
producdo das Figuras 1 e 2, mas o indice de mortalidade se mantinha alto durante o
periodo de pré-pulpa e pulpa, levando a uma diminuicao abrupta do N amostral necessario

para resultados confiaveis.
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Figura 1 — Experimento 4 (Tabela 2). Peso e tempo de desenvolvimento de operarias
submetidas ao tratamento com 1 mM ou 10 mM de NaB. (A) Peso das abelhas logo ap6s
terem emergido. O teste one-way ANOVA ndo acusou diferenca estatisticamente
significante entre os grupos. (B) Tempo de desenvolvimento em dias até que as abelhas
emergissem. Teste qui-quadrado com correcéo de Bonferroni p<0,0083 foi adotado apds
a correcdo. Letras iguais indicam diferenca estatisticamente significante. O N amostral
foi variado para cada grupo. Grupo controle (n=5); Controle com &gua (H20) (n=7), 1
mM de NaB (N=3) e 10 mM de NaB (n=6). p<0,05 foi adotado como nivel de
significancia.

Os resultados n&o indicam uma diferenca estatisticamente significante entre
0s grupos controle e tratado com relagdo ao peso com que as abelhas emergiram. Esse
resultado certamente tem um viés pelo baixo N amostral, j& que um deles, o grupo de
abelhas tratadas com 1mM de NaB tinha apenas 3 individuos. Com relacdo ao tempo que
as larvas levaram para se tornarem adultas foi possivel observar que o houve diferencas
estatisticamente significantes entre o grupo controle (H20) e o grupo que recebeu 1 mM
de NaB. Esse resultado ainda pouco conclusivo também se deu devido ao baixo N
amostral e a grande diferenga de n amostral entre os grupos.

No ultimo experimento feito, experimento 5 (Tabela 2) para tentar avaliar o

fenotipo e tempo de desenvolvimento de abelhas recém emergidas apds alimentacao por

todo o desenvolvimento com NaB, trocamos o extrato de levedura que vinha sendo usado
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para 0s experimentos e notamos uma melhoria no desenvolvimento das larvas durante
todo o periodo larval e também até as fases que precedem o inicio do periodo pupal.
Durante o final do periodo larval, larvas principalmente do grupo controle com H20 e do
tratamento com 1 mM, comegaram a morrer em grande quantidade, enquanto as larvas
do grupo controle e do 10 Mm de NaB se mantiveram muito estaveis. Foi possivel dessa
vez, produzir mais dois gréaficos (Figura 2) em que séo feitas as comparagdes de peso

entre 0s grupos e de data que as abelhas emergiram.
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Figura 2 — Experimento 5 (Tabela 2). Peso e tempo de desenvolvimento de operérias
submetidas ao tratamento com 1mM ou 10mM de NaB. (A) Peso das abelhas logo apos
terem emergido. O teste one-way ANOVA n&do acusou diferenca estatisticamente
significante entre os grupos. (B) Tempo de desenvolvimento em dias até que as abelhas
emergissem. Teste qui-quadrado com correcdo de Bonferroni p<0,016 foi adotado apds a
correcdo. Letras iguais indicam diferenca estatisticamente significante. O N amostral foi
variado para cada grupo. Grupo controle (n=7); Controle com agua (H20) (n = 3), 1Mm
de NaB (N=2) e 10mM de NaB (n=14). Devido ao baixo N amostral, o grupo 1 mM foi
excluido das analises estatisticas. p<0,05 foi adotado como nivel de significancia.

Pudemos notar que, novamente, 0 peso ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante entre grupos estudados. Quanto ao tempo de
desenvolvimento notamos diferengas estatisticamente significantes entre o grupo controle
e controle H20 e entre controle H20 e tratamento com 10 mM de NaB. Os resultados
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obtidos podem estar sendo influenciados pelo baixo N amostral do grupo controle H20

que apresenta somente 3 individuos.

Com relacdo a avaliacdo do desenvolvimento de larvas apds o consumo de 10HDA os
experimentos foram sem sucesso e ndo conseguimos atingir um N amostral suficiente.
Possivelmente pela longa e continua exposi¢do das larvas ao alcool, solvente utilizado
para diluir 10HDA, a mortalidade das larvas foi muito alta logo nos primeiros dias de
criacdo in vitro. Dessa forma ndao demos seguimentos ao este tipo de experimento com
10HDA, tendo apenas os resultados dos testes piloto com NaB informados acima.
5.2 Perfil de expressao de genes codificadores de HDACs e do Dnmt 3 em
larvas de rainha e operarias criadas nas colonias

O préximo passo foi realizar o perfil de expressdo dos genes codificadores das
HDACs anotados no genoma de abelhas meliferas e também do gene dnmt 3, codificador
da DNA metil transferase 3. Para isso, foram utilizadas amostras de corpo inteiro de larvas

de rainha e operaria de colmeias (Figura 3).
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Figura 3 - Expressao relativa dos genes codificadores de HDACs e Dnmt3 em larvas de rainhas e operarias
ao longo das fases do desenvolvimento larval. (A) Expresséo relativa de HDAC 1; (B) Expresséo relativa
de HDAC 3; (C) Expressao relativa de HDAC 4; (D) Expressao relativa de HDAC 6; (E) Expressao relativa
de dnmt3. Linha azul representa rainhas e linha vermelha as operarias. Teste two-way ANOVA com teste
po6s-hoc de Bonferroni; n = 8; *p < 0,05, ** p < 0,009, *** p < 0,0001 e **** p < 0,00001 foram adotados
como grau de significancia. As barras representam a média e o desvio padrdo da média.
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Os perfis de expressao dos quatro genes codificadores de HDACs e do dnmt3
mostram que em diversas fases do desenvolvimento ha picos de expressdo em ambas as
castas. Nota-se que para as fases iniciais do desenvolvimento, L1 e L2, os niveis de
expressao génica se mantém baixos tanto para rainhas quanto para operarias. No terceiro
instar larval (L3) é possivel observar que ocorre um primeiro pico na expressdo dos genes
codificadores de HDACs, mas apenas para HDAC 4 (Figura 3C) existe uma diferenca
estatisticamente significante entre as duas castas, com 0s niveis de operarias mais altos
que os de rainhas, enquanto que com relacéo as outras HDACS, € possivel observar que

esse pico ocorre para as duas castas.

Nesse contexto é importante lembrar que o quarto instar larval é descrito
como a fase a partir da qual ocorre a fixacdo do fen6tipo das castas (Dedej et al., 1998;
Hartfelder et al., 2015), e foi possivel notar uma queda abrupta na expressao relativa de
todos os quatro genes codificadores das HDACs de A. mellifera em larvas de ambas as
castas. Isso indica que o pico de expressédo de HDACs que ocorreu na fase anterior, possa

ter sido determinante para a diferenciacdo subsequente das duas castas.

Outro fato de interesse sdo 0s outros picos de expressao que acontecem mais
tardiamente, dutante o quinto instar larval, com um gradual aumento nas fases de
alimentacdo (L5F1 e L5F2), sequido de uma queda entre L5F3 para L5S1, que marca o
fim da fase de alimentacdo e preparacdo para a metamorfose. Com relacdo a HDAC 4
(Figura 3C) podemos notar que o perfil de expressao do gene codificador dessa enzima é
0 que mais apresenta diferencas entre as castas, sendo que na fase de L5F2 existe um

grande pico de expressao desse gene na casta de rainhas. Esse é o lnico momento em que
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o nivel de expressao de rainhas ultrapassa 0s de operarias e € estatisticamente significante.
Essa enzima é pertencente a classe Il das HDACs, que séo caracterizadas por serem
expressas de maneira especifica nos tecidos e regulam os processos de diferenciacéo, tais

como diferenciacdo muscular e neuronal (Mannaerts et al., 2013).

Outras duas fases do desenvolvimento que merecem destaque sdo as fases da
tecelagem dos casulos (L5S2 e L5S3). Nestas foi possivel notar que existe uma diferenca
estatisticamente significante na expressdo dos genes codificadores de HDAC 4 (Figura
3C) e HDAC 6 (Figura 3D), principalmente na fase L5S2. Em L5S3 para HDAC 4 essa
diferenca se d& pelo aumento da expressdao génica relativa em operarias quando
comparadas a expressdo em rainhas. O grafico de HDAC 3 (Figura 3B) ndo apresenta
essas fases, pois os valores obtidos foram muito altos, e quando plotados no grafico o
distorciam, dessa forma preferimos deixar essas duas fases de fora para este gene. Com
relacdo ao perfil de expressdo para HDAC 1 (Figura 3A) e HDAC 3 (Figura 3B) ndo houve

diferencas estatisticamente significantes entre as castas.

Os resultados descritos acima apresentam informacdes muito interessantes,
pois apesar de supormos que a atividade enzimatica das proteinas HDACs seja alterada
pela quantidade de 10HDA ingerido na dieta larval, observamos que o0s genes
codificadores dessas enzimas ndo apresentam diferencas muito marcantes e duradoras ao
longo do desenvolvimento, e em algumas os niveis de transcritos em rainhas ultrapassam
os de operdrias e em outras € o contrario, indicando que possivelmente o efeito desse
composto se da diretamente sobre a atividade da proteina e afeta em menor escala a

expressao génica.
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Quanto ao perfil de expressdo do gene dnmt3 (Figura 3E), foi possivel observar que
ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as castas ao longo do
desenvolvimento larval. O que chama a atengdo € o fato de que durante o primeiro instar
larval, tanto para rainhas quanto para operarias, foi observado o maior nivel de expressao
do dnmt3, indicando que nessa fase inicial do desenvolvimento, logo apos a eclosdo da
larva, existe uma maior demanda por essa proteina. Esse resultado possivelmente esta
diretamente ligado a marcacao epigenética do DNA pela metilacdo de bases de citosina.
Tal pode ser especialmente relevante para as células germinativas que, em vertebrados,
tem suas marcas epigenéticas por metilagdo apagadas, e apenas nos estagios seguintes do
desenvolvimento essas marcas voltam a ser colocadas no DNA pelas DNA metil
transferases. Sabe-se que os padrbes de metilacdo do DNA séo estabelecidos durante o
desenvolvimento embrionario inicial pelas de novo DNA metil transferases DNMT3A e
DNMT3B, e ao longo da vida esse padrdo é propagado para novas células através da

DNMT1 (Bird, 2002).

Na Figura 4 apresentamos os dados da expressdo das HDAcs de ponto de vista
diferente, comparando diretamente entre si 0s niveis de expressdo das respectivas

HDAC:Ss, separadamente para as duas castas.

44



A Operaria

150
HDAC 1
8 1001 [ HDAC 3
g 504 n i “ k 1 HDAC 4
x - M
® 30 ] HDAC 6
©
< 20
!2
Z 10-
0-
NY YD O kNS N DS
VvV N NV & &Y KC o oo
MRS AN AR RN
B Rainha
80-
HDAC 1
060'
'R 40- [ HDAC 3
N
8 | “ “ ] HDAC 4
g ol o | » - [ HDAC6
o 10T
© 8-
° 64
z 4
2_
0-
NY Y O kNS N A DS
AV VG Vo VA s S = R = LG =
FPEEEES

Figura 4 — Nivel de expressdo de cada HDAC ao logo do desenvolvimento. (A) Nivel de expressdo das
HDACs em operérias; (B) Nivel de expressdo das HDACs em rainhas.

Essa anélise mostra que tanto para a rainha (Figura 4A), quanto para a operaria (Figura
4B), a HDAC com maior expressdo foi a HDAC 4. Os niveis de expressdo muito mais
altos em comparagdo as outras HDACSs indica que a enzima produto é a mais importante
no periodo de desenvolvimento. A HDAC-4, como dito anteriormente, é uma HDAC de

classe 1, e enzimas desta classe sao expressas de maneira especifica nos tecidos e regulam
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processos de diferenciacdo, tais como diferenciacdo muscular e neuronal (Mannaerts et
al., 2013). Além disso, e diferente das enzimas de classe | que se encontram no nucleo da
célula, as enzimas de classe 1l podem transitar entre o nucleo e o citoplasma (De Ruijter
et al., 2003). Em menor propor¢do, mas com uma expressao relativamente alta, 0 mMRNA
da HDAC-6, que também pertence a classe Il, foi 0 segundo mais expresso em
comparagdo com as demais HDACs. Com esses resultados inferimos que as enzimas da
classe Il parecem ser as mais relevantes no desenvolvimento pds-embrionario das abelhas

meliferas.

5.3 Teste de doses de 10HDA oferecido a larvas criadas in vitro por 24 h

Com o intuito de avaliar se a 10HDA e o butirato de sodio (NaB), um inibidor de
HDACs usado como controle positivo, tem um efeito rapido sobre a expressdo génica, e
para contornar os problemas notados em nossos experimentos anteriores na criagdo in
vitro de larvas ao longo de todo o desenvolvimento, larvas de operéarias em fase L3 foram
utilizados nestes testes. A fase L3 é o Gltimo estagio larval que as operéarias tipicamente
escolhem para produzir uma nova rainha quando uma coldnia perdeu a sua rainha e se
encontra em estado denominado de orfa (Fell and Morse, 1984; Hatch at al., 1999).
Assim, nesse experimento usamos larvas L3 coletadas diretamente do favo e as
colocamos sobre uma dieta com diferentes concentracdes de 10HDA ou NaB. Essas
larvas foram entdo coletadas 24 h ap6s o inicio do tratamento, e a anélise de expressao
génica foi realizada para as 4 HDACs e o dnmt3 (Figura 5). Assim, na fase da coleta as

larvas estariam na fase L4, que é a fase de menor expressdo das HDACs e de menor
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variacao entre larvas de rainha e operaria (Figura 3), 0 que deveria permitir uma boa

resolucdo para os efeitos dos tratamentos.
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Figura 5 - Expressao relativa de HDACs e dnmt3 apos tratamento das larvas por 24 h com diferentes
concentracdes de NaB e 10HDA. (A) Expressao relativa de HDAC 1; (B) expressédo relativa de HDAC
3; (C) expressao relativa de HDAC 4; (D) expressao relativa de HDAC 6; (E) expressdo relativa de
dnmt3. n= 7; Teste one-way ANOVA com pds-hoc de Bonferroni foi utilizado em C e E. Para 0s
demais genes (A, B e D) foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com pds-hoc de Dunn. p < 0,05 foi
adotado como grau de significancia. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante.

As barras representam o erro padrdo da média e os simbolos indicam cada amostra avaliada.
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E possivel notar que houve diferencas estatisticamente significantes apenas para
as andlises feitas com os genes HDAC 1 (Figura 5A), HDAC 4 (Figura 5C) e dnmt3
(Figura 5E); os demais, HDAC 3 (Figura 5B) e HDAC 6 (Figura 5D) ndo apresentaram

diferencas estatisticamente significantes entre os grupos do experimento.

Foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre as duas
concentragdes do controle positivo, 1 mM de NaB e 10 mM de NaB, na avaliacdo de
HDAC 1 (Figura 5A). Com relacdo a expresséo de HDAC 4 (Figura 5C) foram observadas
diferencas entre os grupos controle e 15 mM de 10HDA, entre 1 mM de NaB e 15 mM
10HDA e entre os grupos 1 mM de NaB e 5 mM 10HDA. Esse resultado se mostrou
interessante, pois houve diferenca entre o controle sem tratamento e a concentragcdo mais
alta de dose de 10HDA, indicando que essa concentracdo teve a capacidade de alterar a
expressdo génica relativa do gene HDAC 4, codificador da histona desacetilase mais
expressa em larvas ao longo das fases do desenvolvimento (Figura 4A). Com esse
resultado concluimos que foi realmente a concentracdo de 10HDA que causou este efeito.
Outra observacdo importante é que os dois compostos inibidores de HDACs (NaB e
10HDA) aparentemente tém efeito oposto sobre a expressdo dos genes codificadores
HDACS, indicando uma certa especificidade na sua atividade inibidora. O NaB foi
escolhido como composto para controle positivo, por ter a capacidade de inibir HDACs
das classes | e Ila (Gui et al., 2004; Dokmanovic et al., 2007b) e também por estar presente

em estudos com abelha (Hu et al., 2017, 2018).

Quanto as diferengas estatisticamente significantes observadas na anélise de
dnmt3 (Figura 5E) podemos notar que o grupo tratado com 15 mM de 10HDA o dnmt3

foi mais expresso quando comparado aos grupos controle, 1 mM de NaB e 10 mM de
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NaB, indicando uma ac¢do interessante de 10HDA sobre a expressao génica. Assim, esses
resultados nos mostram que a 10HDA afetou a expressao génica de dois genes muito
importantes em processos epigenéticos como HDAC 4, histona desacetilase da classe 11 e
dnmt3, uma de novo DNA metil transferase responsavel por fazer marcas de metilacdo

no DNA.

A partir dos resultados acima decidimos avaliar também a expressao génica de
outros genes candidatos, comparando os controles com os grupos das concentragdes mais
altas de NaB e 10HDA. Avaliamos a expressdo dos genes Kr-h1l (Figura 6A), gene de
resposta imediata ao HJ (Belles & Santos, 2014; Jindra et al., 2013), e o mfe (Figura 6B),
gene da via de producdo de HJ (Rachinsky e Hartfelder 1990, 1991) . Com a avaliacéo
desses genes pudemos notar que 10HDA afeta de alguma forma a via de atuacéo e

também a producgéo de HJ.
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Figura 6 - Expressao relativa dos genes Kr-h1l e mfe apds tratamento das larvas por 24 h com 10
mM NaB ou 15 mM 10HDA na dieta. (A) Expressdo relativa de Kr-h1, teste one-way ANOVA
com pos-hoc de Tukey; (B) Expressdo relativa de mfe, teste Kruskal-Wallis com p6s-hoc de Dunn
foi utilizado; n= 7; p < 0,05 foi adotado como grau de significancia. Letras diferentes indicam
diferenca estatisticamente significante. As barras representam o erro padrdo da média e os simbolos
indicam cada amostra avaliada.
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Os resultados indicam que a dose de 10HDA que as larvas receberam em maiores
quantidades no alimento afetou significativamente a expressao relativa de Kr-h1 (Figura
6A), mas ndo houve efeito sobre o mfe (Figura 6B). Esse resultado se mostrou
interessante, pois aparentemente o0 10HDA tem a capacidade de interagir com genes da

via de resposta ao HJ, mas nao sobre a sintese de HJ nos corpora allata.

5.4 Cultura de tecidos do Ovério

O intuito desse experimento foi avaliar se o tratamento com 10HDA tem a capacidade
de afetar diretamente as células do ovario, alterando a expresséo génica de genes chave
na diferenciacdo casta-especifica desse 6rgdo. Para isso, ovarios foram dissecados de
larvas operarias e incubados em meio de cultivo na presenga de 5 mM 10HDA (5 mM) e

a expressao genica relativa de cada gene foi avaliada (Figura 7).
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Neste tratamento foi possivel notar que houve uma diferenca estatisticamente
significante entre o grupo controle, colocado apenas em meio de cultura, com o tratado e
entre o grupo controle com o grupo alcool para o gene Tudor-SN (Figura 7A). Podemos
notar que existe um aumento no nivel de expressdo genica do grupo tratado, mas esse
aumento também ocorreu no grupo tratado com alcool, usado como solvente para o
10HDA, o que indica uma interferéncia do mesmo na expressao genica relativa. Apesar
dos niveis de expressdo do gene Tudor-SN (Figura 7A), gene clivado pela caspase 3 e
envolvido no processo de morte celular programada do ovario, subirem ap6s o tratamento,
em contrapartida, os niveis do Incovl (Figura 7B), RNA longo ndo codificador que
interage com a proteina Tudor-SN, apresentam uma tendéncia ao aumento, mas que nao
se mostrou estatisticamente significante. Em larvas de operaria esse INCRNA apresenta
um pico de expressdo na fase L5F3 coincidindo com o inicio da morte celular programada
(Humann et al., 2013). Com relacdo a Incov2 (Figura 7C), outro IncRNA relacionado com
a diferenciacdo ovariana (Humann et al., 2013), podemos notar uma diferenca
estaticamente significante entre o tratamento com 10HDA e o controle com alimento.
Esse resultado se mostra interessante, pois Incov2 é mais expresso no ovario de larvas de
rainha (Humann et al., 2013) e em nossos resultados a maior expressao se deu em larvas
de operarias tratadas com 10HDA, indicando que a expressao deste INCRNA poderia
responder aos elevados niveis de 10HDA presentes na geleia real oferecida as larvas de

rainha.

Quanto aos niveis de expressdo de Anarchy (Figura 7D) podemos observar que nao
houve uma alteragéo estatisticamente significante nos niveis de expressao genica. Esse

gene esté ligado a ativacdo dos ovarios em operarias adultas (Ronai et al., 2016), o que
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pode explicar o porqué do tratamento ndo alterar a sua expressao genica, pois este foi

feito em ovarios de larvas.

Realizamos também a andlise da expressdo do gene dnmt3 (Figura 7E) e HDAC 4
(Figura 7F), genes codificadores de proteinas relacionadas a alteracdes epigenéticas, com
0 intuito de avaliar se assim como a o tratamento e analise de corpo inteiro, o tratamento
direcionado ao tecido do ovario é capaz de alterar a expressdo genica relativa desses genes
nesse tecido. Com relagéo ao dnmt3 (Figura 7D) notamos que essa DNA metil transferase
apresentou diferenca estatisticamente significante entre o tratamento com 10HDA e o
grupo controle, exposto apenas ao meio de cultura, mas também houve um efeito do
alcool, solvente do 10HDA. Quanto ao gene HDAC 4 (Figura 7F) foi possivel notar que
nédo houve alteragéo estatisticamente significante entre o tratamento e os controles. Esse
resultado mostra que no tecido do ovério a expressdo desse gene ndo se altera da mesma

forma que ocorre na analise do corpo todo.

Na analise realizada dos ovarios cultivados in vitro podemos notar que o0 gene
AmILP-1 (Figura 7G) apresentou um aumento de expressao no grupo tratado com 10HDA
e esse resultado foi estatisticamente significante em comparacgao ao grupo controle, mas
também houve um efeito do alcool. Como relacdo ao gene AmILP-2 (Figura 7H) nao
houve mudanca estatisticamente significante entre os trés grupos avaliados. Com relagdo
ao gene da via TOR, AmTOR (Figura 7K), os resultados foram inconclusivos, ja que a
diferenca estatisticamente significante se deu entre o grupo controle e alcool, nos
indicando que para este gene o solvente teve grande interferéncia. Tal resultado pode ser
explicado pelo fato de TOR ser um componente central de uma via que regula o

crescimento de células e do organismo como um todo, em resposta ao estado nutricional
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(Colombani et al., 2003; Oldham & Hafen, 2003). O alcool possivelmente desencadeou

uma resposta ja que este em grande quantidade € toxico para as células.

Quanto a analise do gene Egfr (Figura 71) pudemos notar que houve diferenca
estatisticamente significante entre os trés grupos analisados, sendo que o0 maior nivel de
expressao ocorreu no grupo tratado com 10HDA. Esse gene é de grande importancia na
diferenciacéo entre as duas castas, e 0 aumento na expressao observado no grupo tratado
chama a atencgdo, pois indica que a exposi¢do direta do ovario ao 10HDA tem a
capacidade de afetar essa via. Quando silenciado por meio RNAI, Egfr causou uma
diminuicdo acentuada nos titulos de horménio juvenil (HJ), afetando diretamente a
expressao de caracteristicas casta-especificas (Kamakura, 2011). Portanto, 0 aumento no
nivel de expressdo observado apos o tratamento nos permite inferir um comportamento
semelhante ao observado em rainhas, pois altos niveis de Egfr em combinagdo ao
aumento nos niveis de HJ, inferidos a partir do resultado observado com a analise de kr-

h1, podem indicar uma acao no desenvolvimento ovarianos de rainhas (Kamakura, 2011).

Na Figura 7J avaliamos o nivel de expressao genica de AmFoxO codificador de um
fator de transcricdo capaz de inibir o crescimento (Hietakangas & Cohen, 2009).
Observamos que entre o grupo controle e tratado ndo houve uma diferenca
estatisticamente significante, mas que os niveis de expressao observados no grupo

controle foram maiores em comparacao ao grupo alcool e ao grupo tratamento.
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5.5 Anédlise da atividade enzimatica

As analises de atividade enzimatica das HDACs de classe | e 1l foram realizadas em
trés condicgdes diferentes. Primeiramente, comparamos a atividade enzimatica entre larvas
de rainhas e operarias naturais nos estagios L5F1 e L5F2, para avaliar se em condicdes
naturais existe uma diferenca entre as duas castas (Figura 8A e 8B). Como foi possivel
notar, a diferenca entre as castas nos dois estagios larvais ndo foi estatisticamente
significante, indicando que os niveis de atividade dessas enzimas responsaveis por
modulacGes epigenéticas na cromatina ndo diferem em intensidade de atividade entre

rainhas e operarias.
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Figura 8 — Analise da atividade enzimatica de HDACSs entre rainhas e operarias naturais. (A)
Atividade enzimatica de rainhas e operarias na fase L5F1; (B) Atividade enzimatica de rainhas e
operarias na fase L5F1; n= 7 Teste t two-tailed foi utilizado e p < 0,05 foi adotado como grau de

significancia. As barras representam o erro padrdo da média e os simbolos indicam cada amostra
avaliada.

O resultado € muito interessante e diferente do esperado. Em nossa hipdtese, a maior
quantidade de 10HDA oferecida para as rainhas por meio da geleia real teria um efeito
direto na modulacdo da atividade das HDACs, consequentemente diminuindo sua
atividade, da mesma forma que essa molécula age em células de mamiferos (Spannhoff
et al., 2011). Entretanto, a atividade enzimatica entre as duas castas, tanto na fase L5F1

(Figura 8A), quanto na fase L5F2 (Figura 8B), ndo se alterou, mantendo valores muito
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proximos entre os individuos de cada casta. Esse resultado indica que, apesar de na fase
L5F2 haver um aumento nos niveis de transcritos dos genes codificadores de HDACs
(Figura 3), principalmente para HDAC 4 na casta de rainha (Figura 3C), a atividade
dessas enzimas responsaveis pela alteracdo conformacional da cromatina por meio de
desacetilacdo de residuos lisina ndo foi alterada entre as duas fases. Dessa forma,
notamos que em condigdes naturais, a diferente alimentacéo oferecida para as larvas das
duas castas femininas parece apenas afetar a expressdo dos genes codificadores de
HDACS, parecendo ndo ser estimulo suficiente para causar alteracdo na atividade da

enzima em si.

Para uma analise do efeito do 10HDA sobre a atividade enzimatica das HDACs
realizamos um experimento de tratamento de larvas de operéria na fase L5F1, periodo
anterior ao pico de expressdo de HDAC 4 observado em rainhas (Figura 3C), com duas

dosagens diferentes de 10HDA, 5 mM e 15 mM, via alimentagdo por 24 h (Figura 9).
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Figura 9 — Andlise da atividade enzimatica de HDACs entre os grupos controle (controle alimento, n=
7 e &lcool, n=6) e os grupos tratados (5 mM, n=9 e 15 mM, n= 11 de 10HDA). Teste one-way ANOVA
com poés-hoc de Tukey foi utilizado; p < 0,05 foi adotado como grau de significancia. As barras

representam o erro padrdo da média e os simbolos indicam cada amostra avaliada.
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Com esse resultado pudemos notar que também pelos tratamentos ndo houve
alteracdo estatisticamente significante nos niveis de atividade das HDACs quando
comparados aos dois grupos controle. Ao segundo grupo de controle foi adicionado ao
alimento larval uma quantidade de alcool equivalente ao das larvas que receberam

10HDA, uma vez que o alcool serviu como solvente para o0 10HDA.

A atividade enzimética se manteve praticamente estavel em todos 0s grupos
analisados, tendo um leve aumento apenas no grupo controle com alcool. Esse resultado
é similar ao observado em rainhas e operérias naturais (Figura 8A e 8B), pois 0s niveis
de expressao genica de HDAC 4 em larvas tratadas com 15 mM de 10HDA (Figura 5A)
sofreram também um aumento estatisticamente significante em relagéo ao grupo controle.
Novamente ocorre mais um caso em que a expressdo genica relativa foi alterada, mas a
atividade enzimatica se manteve estavel entre os grupos. Esse resultado permite inferir
que 0 10HDA em abelhas pode ter outra funcdo, diferente daquela observada com células
de mamiferos (Spannhoff et al., 2011), ja que um aumento significante na dosagem de

10HDA oferecida em dieta as larvas ndo causou alteracdo na atividade enzimatica.
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A terceira condicdo em que quantificamos a atividade enzimatica foi em amostras
com extratos nucleicos de rainhas e operarias naturais incubadas a 34 ° C por 1 hora com
tampdo (controle), geleia real (RJ) ou geleia de operaria (WJ) (Figura 10). Tal
experimento teve o intuito de avaliar se o alimento em contato direto com o extrato
nucleico e em temperatura similar a da colmeia poderia afetar a atividade das HDCAs ali

presentes.
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Figura 10 — Anélise da atividade enzimética de HDACs entre amostras de extrato enzimatico incubados
com tampéo (CTRL), geleia real (RJ) e geleia de operaria (WJ). n= 7; Teste one-way ANOVA com
p6s-hoc de Tukey foi utilizado; p < 0,05 foi adotado como grau de significancia. As barras representam
0 erro padrdao da média e os simbolos indicam cada amostra avaliada.

Na figura 10 é possivel observar que também ndo houve uma alteracdo
estatisticamente significante entre os grupos analisados, mas que existe uma tendéncia a
diminuicao da atividade em amostras que foram incubadas com geleia de operaria e geleia
real. Esse terceiro experimento mais uma vez corrobora que a atividade enzimética das
HDACSs possivelmente ndo é afetada apenas pelo fator quantidade de 10HDA ingerido.
Para modulacdo da atividade enzimatica em abelhas pode haver a acdo de moléculas e

mecanismos diferentes daqueles observados em células de mamiferos. Outro ponto a se
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levar em conta é que apesar da diferenca ndo ser estatisticamente significante, o extrato
nuclear quando colocado em contato direto com a geleia real e a geleia de operaria teve
uma tendéncia maior a diminuicdo da atividade enziméatica com relacdo ao controle do
gue os grupos tratados por meio da alimentacdo. Esse resultado se mostra interessante,
pois 0 10HDA ingerido, independente de sua concentracdo pode ndo ter um efeito direto
sobre as histonas desacetilases como era de se esperar. Esse resultado fica claro quando
analisamos rainhas e operarias naturais que, apesar de naturalmente receberem
alimentacbes distintas, ndo apresentaram alteracdo na atividade enzimatica. Tal
observagao indica que o 10HDA tem efeito inibidor quando colocado diretamente em
contato com células como foi feito por Spannhoff et al., 2011, mas em in vivo e no seu
contexto bioldgico proprio, na diferenciacao das castas, tal molécula parece alterar apenas

a expressdo de genes importantes, mas ndo tem acdo direta sobre a atividade enzimatica.

5.6 Anotacao dos genes codificadores de HDACs em Apis mellifera

Nessa etapa do trabalho foi realizada uma re-anotac¢do dos genes codificadores das
quatro histona desacetilases presentes no genoma de Apis mellifera e uma comparacédo de
suas caracteristicas génicas com genes codificadores de HDACs em outros dois insetos
referenciados como modelo de estudos, Drosophila melanogaster e Tribolium castaneum

(Tabela 3).
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Tabela 3 — Anotacao dos genes codificadores de HDACs de Apis mellifera e comparacéo
com os respectivos ortblogos em Drosophila melanogaster e Tribolium castaneu
referente a0 numero de aminoacidos (aa) e nimero de éxons. HGDB, Hymenoptera
genome Database; NCBI-XM e NCBI-XP se referem as IDs dos respectivos genes e
proteinas no GenBank.

Apis mellifera Drosophila melanogaster Tribolium castaneum
GENE . i
o o |ldentidade| ., . |Identidade | . o
HGDB NCBI - XM NCBI-XP | Localizagio Na:e E)’<\(I)ns A Na:e E)I(\lons A e E)l(\:ms
mellifera mellifera

Group9:10,6

HDAC 1 | GB53438 XM_394976.7 XP_394976.4 88,165- 492 9 88,46% 521 4 88% 490 5
10,691,404
Group8:6,62

HDAC 3 | GB43894 XM_395811.6 XP_395811.2 5,271- 433 1 76,38% 438 3 84,24% 431 3
6,626,572
Group11:13,

HDAC 4 | GB43234 XM_391882.7 XP_391882.3 857,219- 1094 16 55,02% 1269 13 67,89% 807 4
13,880,863
Group9:6,53

HDAC 6 | GB42847 | XM_026443068.1 | XP_026298853.1 6,824- 1122 18 53,05% 1022 9 43% 816 12
6,544,817

Com essa analise foi possivel observar que o gene codificador de HDACs em A.
mellifera que apresenta maior identidade com os outros dois insetos é o gene codificador
da HDAC 1, com 88% de similaridade na sequencia nucleotidica. Com relacdo ao numero
de éxons e de amino&cidos existe uma maior diferenca entre A. mellifera (9 éxons e 492
aa) e D. melanogaster (4 éxons e 521 aa), do que quando a comparacdo é feita com T.
castaneum (5 éxons e 490 aa). O gene com menor similaridade foi o codificador da
HDAC 6, com apenas 53% de similaridade entre A. mellifera (18 éxons e 1122 aa) e D.
melanogaster (9 éxons e 1022 aa) e de 43% entre A. mellifera e T. castaneum (182 éxons
e 816 aa). Foi possivel notar que, mesmo tendo uma alta porcentagem de similaridade
entre as espécies, 0s niUmeros de aminoécidos, e principalmente o nimero de éxons, pode

variar consideravelmente, como é possivel observar no caso da HDAC 1, que em A.
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mellifera apresenta o maior nimero de éxons (9), quando comparado a D. melanogaster

e T. castaneum, com 4 e 5 exons respectivamente.

A intencdo de fazer essa comparacdo foi avaliar principalmente a similaridade, ja
que, diferente de A. melifera, a D. melanogaster nédo é considerada um bom modelo para
estudos relacionados a epigenética do comportamento (Yan et al., 2014), por nao
apresentar enzimas responsaveis pela metilagdo do DNA (Raddatz et al., 2013). J& as
abelhas meliferas sdo consideradas bons modelos para o estudo de mecanismos
epigenéticos, tanto para metilagdo do DNA como acetilagdo de histonas, pela presenca
no genoma de uma maquinaria de enzimas quase completa para tais fins (Yan et al.,
2014). Em T. castaneum, outra espécie muito utilizada como modelo para estudos do
desenvolvimento, os estudos com relacdo a modificagdo de histonas e outras alteracGes
epigenéticas, tais como a metilacdo do DNA ainda sdo escassos a sua maquinaria nao é
tdo conhecida se comparado aos estudo dessa area com A.mellifera. Sobre essa espécie,
se tem informag&o sobre a metilagdo do genoma em adultos (Zemach et al., 2010) e
estudos recentes também com T. castaneum mostram que a enzima HDAC1 é capaz de
suprimir a expressao de kr-h1 afetando diretamente a acdo do HJ nesses insetos (George,
et al., 2019). Portanto, T. castaneum vem servindo de modelo para estudos nos Gltimos
anos na area da epigenética assim como A.mellifera pois apresenta boa parte das enzimas

necessarias para alteracdes epigenéticas.
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6. CONCLUSAO

Com relacédo ao perfil de expressdo dos genes codificadores das 4 HDACs
de A. mellifera, os dados mostraram que as castas rainha e operéaria apresentam um padréo
de expressdo muito parecido ao longo do desenvolvimento larval, e que as variacGes entre
as castas sdo mais evidentes apenas ao final do estagio larval, préximo ao inicio da

metamorfose, e assim bem ap0os as decisdes da diferenciacdo casta-especifica dos tecidos.

Com relacdo as 4 HDACs notamos que o gene HDAC 4 foi 0 mais expresso
nas larvas de ambas s castas indicando que essa enzima podera ter uma funcéo importante

durante o desenvolvimento.

Quando ao potencial papel do 10HDA os resultados permitem concluir que
0 mesmo influencia sobre os padrdes de expressdo dos genes codificadores de HDACS,
principalmente HDAC 4, como também o dnmt3 e o0 Kr-h1, sendo os dois primeiros muito
importantes para a regulacéo epigenéticas e o terceiro um gene chave na via de resposta
ao hormonio juvenil, que regula o desenvolvimento e a diviséo de trabalho nas abelhas
meliferas. Tal indica uma integracdo nas trés vias de sinalizacdo ao nivel da expressao

génica.

No experimento da cultura de tecido ovariano pudemos observar que a
exposicdo ao 10HDA teve a capacidade de alterar a expressdo de genes chave na
diferenciacdo entre as duas castas, tais como o Tudor-SN, Incov-2, ILP-1 e Egfr. Além de

afetar também a expressao genica da dnmt3.
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Por fim, com relacdo a atividade enzimatica pudemos concluir que nao existe
uma diferenca na atividade entre larvas de rainhas e operarias criadas naturalmente na
coldnia e que o tratamento com 10HDA ndo foi capaz de alterar essa atividade. Tal
resultado indica que o 10HDA em abelhas ndo tem como funcédo principal a de inibidor
de histona desacetilases, e desta forma nédo teria um efeito forte sobre o padréo epigenético
das larvas. Possivelmente em abelhas esta molécula tem uma funcdo diferente da

observada e inferida para células de mamiferos.
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