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RESUMO

SCHEFER, M. A. A resposta transcricional imediata ao hormonio juvenil no corpo
gorduroso de larvas de Apis mellifera. 2019. Dissertagao de Mestrado — Faculdade de

Medicina de Ribeirdao Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, 2019.

A diferenciagdo das castas na abelha melifera Apis mellifera é regulado pela interagao
do hormonio juvenil (HJ) com as vias de sensoriamento de nutrientes (IIS, TOR e EGFR)
e, através da sinalizacdo de hipdxia, associada a uma dindmica mitocondrial casta-
especifica no corpo gorduroso, que é o centro metabdlico dos insetos. Larvas de rainhas
apresentam maiores titulos de HJ e maior taxa respiratéria que larvas de operdrias. No
entanto, ndo sabemos como esses fatores sao funcionalmente conectados. Nesse
projeto investigamos a resposta transcricional e fisiolégica imediata do HJ em larvas
operaria, especificamente no corpo gorduroso. A hipdétese foi que a aplicagdo tépica
deste horménio em larvas operdrias possa mimetizar as condi¢gdes enddgenas
observadas em rainhas. No primeiro experimento, larvas de operdrias do quarto (L4) e
quinto instar inicial (L5F2) foram coletadas de favos e transferidos para um sistema de
criacao in vitro. No experimento, 3 grupos experimentais foram definidos. No primeiro
grupo, larvas receberam uma aplicacdo topica de 10 ug de HJ-lll sintético em 2 uL de
acetona. O segundo grupo recebeu quantidade igual de solvente e o terceiro grupo foi
mantido como ndo tratado. Apds 1, 6 e 24 horas, o corpo gorduroso dessas larvas foi
dissecado para extracdo de RNA e sintese de cDNA para quantificacdo dos niveis de
transcritos por RT-qPCR dos seguintes genes: Kr-h1, o gene de resposta imediata a HJ
como controle da eficiéncia do tratamento, genes candidatos de dindmica mitocondrial
(ERR, TOR, TFB2, FOXO, OPA1 e FIS1) e hipdxia (Sima, Fatiga). Para averiguar a influéncia
do hormonio na eficiéncia mitocondrial, foi realizado experimento de respirometria de
alta resolucdo, e avaliamos também a morfologia das mitocondrias do corpo gorduroso
por meio de microscopia eletrénica de transmissao. No segundo experimento os perfis
de expressdo génica no corpo gorduroso de larvas L5F2 tratados ou ndao com HJ foi
avaliada por RNA-seq seguido de analises de bioinformatica para identificacdo de genes
diferencialmente expressos. Referente ao experimento 1, apenas os genes Estrogen-

related receptor (ERR) e OPA1 apresentaram uma resposta imediata significativa ao



tratamento com HJ. Nas analises morfofisioldgicos das mitocondrias, as analises de
respirometria de alta resolugao ndo evidenciaram diferenga no consumo de oxigénio
como resposta direta ao HJ. No entanto, observou-se uma resposta ao HJ na morfologia
das mitocondrias, que sofriam modificagdes estruturais imediatas, mas logo retornavam
ao normal, com o possivel efeito de protecdo mitocondrial da proteina OPA1l. No
segundo experimento, os resultados de RNA-seq mostraram diversos genes com
resposta imediata ao HJ, entre estes, genes relacionados com a via de biossintese do
proprio hormoénio, como também genes relacionadas a sinalizagdo por ecdisona,
metabolismo energético e diversas vias de sinalizacdo de resposta a nutrientes. Também
observamos uma ampla quantidade de transcritos diferencialmente expressos, para
quais ndo ha informacdes funcionais disponiveis. Concluimos, portanto, que, ao
contrdrio da nossa hipétese, o HJ ndo age diretamente a nivel fisioldgico nas
mitocéndrias, mas influencia consideravelmente o perfil transcricional do corpo

gorduroso das larvas, dando pistas interessantes para futuras investigacdes.

Palavras-chave: Apis mellifera. Hormonio Juvenil. Atividade mitocondrial. Expressao

génica. Sequenciamento de nova geragao.



ABSTRACT

SCHEFER, M. A. The immediate response to juvenile hormone in the fat body of honey
bee larvae. 2019. Dissertagdao de Mestrado — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de S3o Paulo, Ribeirdo Preto, Sao Paulo, 2019.

Caste differentiation in the honey bee Apis mellifera is regulated by the interaction of
juvenile hormone (JH) with various signaling pathways involved in nutrient sensing (IIS,
TOR and EGFR), as well as with the hypoxia response, associated with caste-specific
mitochondrial changes in the fat body, which is the metabolic center of insects.
Nonetheless, not much is known on how these factors are functionally connected. In
this project we investigated the immediate transcriptional and physiological responses
to JH in the fat body of worker larvae. The hypothesis was that a topical application of
this hormone on worker larvae would mimic the endogenous conditions seen in queen
larvae. In the first experiment, fourth (L4) and early fifth-instar (L5F2) worker larvae
were taken from brood frames and transferred to an in vitro rearing system. The
experiment consisted of 3 experimental groups. Those of the first group received a
topical application of 10 pg of synthetic JH-1II dissolved in 2 pL of acetone. The second
group received an application of the same volume of the solvent, and the third group
remained untreated. After 1, 6 and 24 hours the larval fat body was dissected for RNA
extraction, cDNA synthesis, and RT-gPCR quantification of the transcript levels of the
following genes: Kr-h1, the immediate response gene to JH as a control of the treatment
efficiency, and candidate genes related to mitochondrial dynamics (ERR, TOR, TFB2,
FOXO, OPA1 and FIS1) and the hypoxia response (Sima, Fatiga). The analysis of
mitochondrial efficiency was done by means of high resolution respirometry, and
mitochondrial morphology was observed by electron transmission microscopy. In the
second experiment we investigated the gene expression profiles in the fat body of L5F2
larvae, treated or not with JH by means of RNA-seq followed by a bioinformatics
identification of the differentially expressed genes. With respect to experiment 1, we
found that only the genes Estrogen-related receptor (ERR) and OPA1 showed an
immediate transcriptional response to JH. In the morphophysiological analysis of the

mitochondria we found no difference for oxygen consumption between the groups.



However, we observed a rapid yet transient response to the JH treatment in
mitochondrial morphology. After this change, the mitochondria soon returned to their
normal morphology, and we think that the OPA1 protein may play a role in this
mitochondrial stress response. In the second experiment, the RNA-seq results revealed
various genes with a direct response to JH. Among these were genes involved in the
biosynthesis of the hormone itself, as well as genes related to ecdysone signaling, energy
metabolism, and different nutrient sensing pathways. We also noted a considerable
proportion of differentially expressed genes for which no functional information is
available. In conclusion, the results show that, JH does not act directly on the physiology
of the mitochondria, contrary to our hypothesis, but that it considerably affects the
transcriptional profile of the larval fat body, providing interesting clues for future

investigations.

Keywords: Apis mellifera. Juvenile hormone. Mitochondrial activity. Gene expression.

Next generation sequencing
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1. INTRODUCAO

1.1 Insetos altamente eussociais — divisao de trabalho e castas

Os insetos altamente eussociais sdo caraterizados por individuos adultos
divididos em castas reprodutivas e ndo reprodutivas, que cuidam posteriormente dos
individuos jovens (MICHENER, 1974; NOWAK; TARNITA; WILSON, 1971) Nao diferente a
outros himendpteros (vespas, abelhas e formigas), em Apis mellifera, o fenébmeno de
divisdo do trabalho se dd unicamente entre individuos do sexo feminino: rainhas e
operdrias. As duas castas apresentam carateristicas morfofisoldgicas altamente
distintas; rainhas desempenham exclusivamente a fung¢dao reprodutiva dentro da
colonia, sdo individuos maiores que as operarias, com ovarios desenvolvidos e alta
expectativa de vida, ao passo que operarias desempenham todas as fungbes de
manutencdo da colbnia, sdo menores e apresentam curto ciclo de vida adulta
(WINSTON, 1987; NOWAK; TARNITA; WILSON, 1971). Entretanto, com poucas exce¢des
(o género Melipona entre as abelhas sem ferrdo e algumas espécies de formigas, por
exemplo do género Pogonomyrmex), as duas castas no sexo feminino ndo apresentam
gendtipos distintos, e a sua divergéncia em termos fenotipicos se da devido a fatores
extrinsecos a quais sdo expostas durante as fases pré-imaginais, especialmente na fase
larval quando alimentadas pelas operarias nutridoras da cria (HARTFELDER; EMLEN,
2012).

Essa especializagao em tarefas realizadas no contexto social da colonia e o fato
dos insetos sociais representarem até 30% da biomassa animal nos mais diversos
ecossistemas terrestres (HOLLDOBLER; WILSON, 2009) levaram a considerar os sistemas
de organizacdo nos insetos sociais como superorganismo (WHEELER, 1911; SEELEY,
1995; HOLLDOBLER; WILSON, 2009; BOOMSMA; GAWNE, 2018)). Nesta teoria a col6nia
é considerada como um individuo Unico no qual as operdrias representam a extensdo
somdtica e a rainha a reprodutiva. Entretanto, a aplicacdo do conceito de
superorganismo para insetos sociais, é contestada no contexto da teoria de sele¢do por
parentesco (RATNIEKS et al., 2006; WENSELEERS, 2009). Apesar das diferencas na
interpretacdo de insetos sociais como superorganismo ou guiada por selecdo de
parentesco entre os individuos, as duas perspectivas do funcionamento da col6nia

concordam que na evolucdo dos insetos sociais ocorreu uma quebra no paradigma do
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trade-off entre reproducdao e longevidade, que define de forma geral a vida dos
metazoarios. O paradigma do trade-off considera que nos organismos multicelulares ha
um balanco entre os recursos energéticos hora destinados a reproducdo ou hora a
manuten¢do do corpo somatico, sendo que um aumento no investimento em
reproducdo necessariamente implicaria numa reducdo da longevidade do individuo
adulto. Curiosamente, nos insetos altamente eussociais esse balango parece quebrado,
uma vez que as rainhas sao altamente reprodutivas e longevas, enquanto as operarias
nao reproduzem ou possuem apenas taxas reprodutivas diminutas e ao mesmo tempo

tém uma expectativa de vida curta.

A quebra deste paradigma tem sido atribuida as diferencas morfofisioldgicas
entre rainhas e operdrias adultas. Estas diferencas sdo resultantes das condi¢des as
quais rainhas e operarias sdo expostas durante o desenvolvimento larval, quando
recebem dietas diferentes. Assim, a definicdo das taxas de crescimento e fixacdo de
tamanho dos individuos adultos esta fortemente correlacionada com a atividade de vias
de sensoriamento de nutrientes e as vias de sincronizacdo das mudas pds-embriondrias
de crescimento e metamorfose, especialmente a sinalizagao por fatores insulina-like (IIL)
(WHEELER et al., 2006; DE AZEVEDO; HARTFELDER, 2008), TOR (PATEL et al., 2007) e a
sintese e liberacdo de hormonio juvenil (HJ) nas corpora allata (RACHINSKY;
HARTFELDER, 1990; RACHINSKY et al., 1990). Em A. mellifera, estas vias de sinalizacdo
se mostraram importantes na diferenciacao de castas rainha e operaria (WHEELER et al.,
2006, 2014; PATEL et al., 2007; WANG et al., 2013; HARTFELDER et al., 2015). Nos insetos
em geral, estas vias também estdao intimamente relacionados com o paradigma de

trade-off entre reproducao e longevidade (FLATT, 2013).

1.2 Alimentacgao diferencial em abelhas meliferas

A diferenciacdo entre rainhas e operdrias de A. mellifera se dad durante o
desenvolvimento pds-embrionario sob influéncia de dietas distintas que larvas de
rainhas e operarias recebem de operarias nutridoras adultas (SHUEL; DIXON, 1960). As
diferencas nutricionais cruciais na determinacdo das castas diferem ndo s6 em termos
guantitativos como também qualitativos (BEETSMA, 1979; WANG et al., 2016). A

principio, larvas jovens recebem dietas semelhantes até o terceiro estagio larval,
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entretanto, ja deste o inicio a dieta das larvas (worker jelly) contém menos agucares que
a dieta das rainhas. Ja a partir do quarto estagio larval, enquanto rainhas continuam ser
alimentadas com altas quantidades de geleia real (GR), as operarias agora recebem uma
dieta mista de secre¢do glandular, mel e pdlen até o fim da fase de alimentagdo no

quinto estagio larval.

A GR das rainhas e o alimento que as larvas operarias jovens recebem sdo
secregdes das glandulas hipofaringeas e mandibulares da cabegca (JUNG-HOFFMANN,
1966; DRAPEAU et. al., 2006). Essas diferencas nos regimes alimentares podem,
consequentemente, estimular diferencialmente as vias moleculares de sensoriamento
de nutrientes (insulin-insulin-like, TOR e EGFR), bem como ativar paralelamente o
sistema enddcrino na produg¢dao de hormonios relacionados ao crescimento e mudas
metamarficas, como o HJ e ecdisteroides (HARTFELDER; ENGELS, 1998; HARTFELDER et
al., 2015).

A hipotese do controle do processo de diferenciacdio de castas como
consequéncia dos tipos de alimentacdo culminou no interesse da comunidade cientifica
pela investigacdo dos fatores contidos em ambas dietas, principalmente em relagao a
composi¢ao da GR devido ao seu evidente poder de determinagao das castas em A.
mellifera. Em buscas de respostas, Kamakura (2011) publicou um artigo onde afirma que
uma Unica proteina, Royalactina, encontrada na GR é a responsavel pela diferenciacao
das larvas de abelhas meliferas em rainhas adultas. Essa proteina supostamente teria a
capacidade de estimular o aumento do tamanho corporal e desenvolvimento dos
ovarios, assim como diminuir o tempo de desenvolvimento pds-metamorfose. No
entanto, essas afirmacgOes geraram repercussdes no meio cientifico por atribuir a apenas
uma proteina uma funcdo tdo complexa. Posteriormente, Buttstedt e colaboradores
(2016) publicaram uma resposta onde demonstram experimentalmente que as Major
Royal Jelly Proteins sdo os compostos principais de GR, mas ndo sdo determinantes para
o desenvolvimento de rainhas, uma vez que tais compostos também estdo presentes
em concentra¢des similares na alimentacdo de larvas de operdrias. Esta hipdtese
corrobora com a ideia ja conhecida de que possivelmente o agucar atua como um fago
estimulante, e a sua maior concentracdo na GR assim, como o fato de ser servida as

rainhas em grande quantidade, seriam os fatores primarios da diferenciacgao.
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1.3 O hormonio juvenil

Embora possua nitida importancia e atuagdo marcante no metabolismo dos
insetos, até pouco tempo pouco se conhecia sobre os detalhes do mecanismo de acao
do HJ. Recentemente, suas vias de sinalizagdao foram esclarecidos (para revisGes ver
JINDRA et al., 2013; SHINODA, et al., 2015; SANTOS; BELLES, 2018). Assim se esclareceu
como o HJ exerce o seu importante rol de atuacdo na regulacao de muda, metamorfose
e na reproducdo em grande parte dos insetos, sejam hemi ou holometabolos (SANTOS

et al., 2018), além de regular o polifenismo em insetos sociais como A. mellifera.

Quimicamente, o HJ é classificado como sesquiterpenoide e a sua producao
ocorre em um par de glandulas retrocerebrais chamadas de corpora allata. Para o HJ
existem variantes estruturais, como o JH-Ill, presente em todos os insetos, desde
ametdbolos até holometdbolos. Pela sua importancia como regulador de crescimento e
reproducdo de insetos, houve uma intensa busca para compostos sintéticos que
mimetizam a a¢do de HJ, tais como o metopreno e pyriproxifeno, que, para sua acao,

compartilham o mesmo receptor dos hormonios naturais (JINDRA et al., 2007)

No que diz respeito ao mecanismo de acdo de HJ ha dois pontos cruciais, um
sendo o receptor de HJ e ou outro a resposta molecular imediata (read out) da cascata
de ativacdo no tecido exposto ao HJ. O receptor de HJ dos insetos, a proteina
Methoprene-tolerant (Met), pertence a familia bHelix-Loop-Helix/Per-Arnt-Sim
(bHLH/PAS), um conjunto de proteinas capazes de interagir especificamente com DNA.
Met é hoje considerado como receptor especifico do HJ capaz de transformar as
repostas hormonais em processos de regulacdo génica. A estreita relagdo entre o
hormonio e o receptor foi demonstrada por Konopova e Jindra (2007) ao diminuirem os
niveis de expressdo genica de Met por meio de RNA de interferéncia (RNAi) em fases
pos-embrionarias. Assim, obtiveram resultados fenotipicos semelhantes a auséncia de
HJ. Além disso, ao silenciar Met em larvas do besouro Tribolium no inicio do
desenvolvimento, estas eram forcadas a entrar em metamorfose antes do periodo
normal, produzindo pupas miniaturizadas. Enquanto isso, experimentos de RNAi de Met
em fases finais do desenvolvimento larval dos besouros aceleravam o desenvolvimento
de pupas e induziram caracteristicas adultas incompletas. Esses resultados trazem a

tona a evidéncia de atuagdo conjunta entre Met e HJ em sua atuacdo antimetamarfica.
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Da mesma forma, a administracdo de HJ exdgena em larvas na fase final do

desenvolvimento tende a atrasar a metamorfose, podendo até apresentar uma fase

I “" I”

larval “adicional” (KONOPOQOVA et al., 2011). Estes experimentos levaram a afirmar que
Met é o principal alvo de ligacdo do HJ nos insetos. (Para revisao, ver JINDRA et al.

(2013).

A consequéncia imediata da ligacdo de HJ a Met é o aumento dos niveis
transcricionais do gene Kriippel-homolog 1 (Kr-h1). Este gene de resposta imediata é
considerado como um repressor universal da metamorfose de insetos. Assim como nos
experimentos envolvendo Met e HJ, o silenciamento da fungdo de Kr-hl induziu a
metamorfose precoce de insetos em desenvolvimento, sejam hemi- ou holometdbolos
(KONOPOVA; SMYKAL; JINDRA, 2011). Para Kr-h1l notou-se uma estreita correlagao
entre a concentracdo de HJ presente na hemolinfa e os niveis de transcritos do gene
(LOZANO; BELLES, 2011). Em ultima analise, Minakuchi et al. (2007) estabeleceram que,
em D. melanogaster, o HJ] previne a morfogénese adulta, atuando através do Kr-h1 e

outros genes conjuntamente como gene alvo da ligacdo de HJ ao receptor Met.

Por toda a evolugao e diversificagdo dos insetos, Kr-hl manteve a sua funcao
regulatdria, bem como a sua sequéncia de aminoacidos é muito bem conservada. Assim
com as funcdes em morfogénese supracitadas para insetos, considera-se que o HJ e a
sua via de sinalizacdo (Met — Kr-hl) tem uma importante funcdo também na

determinacdo de castas em insetos sociais como A. mellifera.

Ao longo das décadas 60 e 70, muitos estudos foram realizados afim de
encontrar o possivel determinante de castas das abelhas meliferas. Especulava-se que a
alimentacdo diferencial tivesse uma influéncia direta, assim como o balanco hormonal
nas fases de desenvolvimento. Desta forma, apds experimentos de Wirtz e Beetsma
(1972; 1973) o HJ tornou-se um bom candidato a esta hipdotese, ja que observaram
experimentalmente que a aplicacdo tdpica desse composto artificial (JH Ill) induz o
desenvolvimento de adultos com fendtipos mais similares com as rainhas, denominados
“queen-like” em experimentos in vivo, posteriormente confirmados in vitro (REMBOLD;
CZOPPELT; RAQ, 1974). Seguindo os estudos na area, Rembold (1987) e Rachinsky et al.
(1990) evidenciaram que larvas de rainha possuem maiores niveis de concentracdo de

horménio juvenil circulante na hemolinfa, sobretudo nas fases finais do
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desenvolvimento larval quando contrastadas com as larvas de operarias, e maiores
ainda quando comparadas as respectivas taxas de produgao de HJ pelos corpora allata
(REMBOLD, 1987). Estes resultados levaram a formulagdo de um modelo matematico
que conectou as concentragdes de agucar no alimento larval (ASENCOT; LENSKY, 1984;
ASENCOT; LENSKY, 1988), as concentra¢des de HJ na hemolinfa e as caracteristicas
morfoldgicas entre as duas castas de abelhas meliferas, principalmente o nimero de

ovariolos nos ovarios (LEIMAR et al., 2011).

1.4 A integragao das vias de sinalizagdao sensoriamento de nutrientes, HJ e o
metabolismo energético das larvas de A. mellifera.

A diferenciagao das castas em abelhas meliferas envolve complexas vias de
sinalizacdo. Especialmente as vias de sinalizacdo por insulia-insulin-like (1IS) e TOR estdo
intimamente ligadas a este processo atuando conjuntamente, mas ndo seguem o padrao
esperado de outros organismos (HARTFELDER et. al., 2015). Ao contrdrio dos padrdes
observados para outros organismo, os niveis de expressdo dos genes codificadores dos
peptideos insulina-like (ILPs) de A. mellifera se mostraram semelhantes em ambas as
castas durante o seu desenvolvimento larval, enquanto a expressao dos genes
codificadores dos receptores de insulina (InRs) diminuiu drasticamente em larvas de
rainha ao adentrarem a fase de maior crescimento (DE AZEVEDO; HARTFELDER, 2008).
Ademais, um estudo de silenciamento funcional de componentes da via IIS por meio de
interferéncia de RNA indicou que os ILPs de A. mellifera podem atuar como reguladores
da sintese de HJ nas corpora allata (Wang et. al., 2013). J& para a via TOR houve
indicacdo de uma importante funcao na determinacao do fenétipo de rainha, pois ao
silenciar o gene tor por RNAi em larvas criadas em condi¢cdes favordveis ao
desenvolvimento como rainhas, estas apresentaram o fendtipo de operaria (PATEL et
al., 2007). O silenciamento desse gene também resultou na queda dos niveis de
transcritos dos InRs, alteragdes nos niveis de expressao dos ILPs, e diminuicdo drastica
nos titulos de HJ na hemolinfa (MUTTIl et al., 2011), indicando assim uma estreita relagdo
entre as vias TOR e IS e os niveis de HJ circulante. No entanto, analises dos niveis da
expressao do gene tor mostraram que, contrdrio do que se esperava, 0 mesmo é mais

expresso em larvas de operarias do que em rainhas (HARTFELDER et al., 2015).
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Similarmente, o gene codificador do Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico
(EGFR), proposto como ativado em rainhas por um fator da GR (Kamakura, 2011),
também apresentou uma contradicdo ao esperado, mostrando-se mais expresso em

larvas operarias do que em rainhas (HARTFELDER et al., 2015).

Essas aparentes relagbes contraditdrias entre as vias IS, TOR, EGFR e o
desenvolvimento das castas trouxeram a atencdo a via de sinalizacdo de hipdxia, que
ndo so apresenta uma interagdo com a sinalizagdo 1IS/TOR como também pode afetar o
crescimento e desenvolvimento larval em Drosophila melanogaster (Dekanty et. al.,
2005). Interessantemente, em larvas de A. mellifera, os trés genes centrais da resposta,
AmSima (ortdlogo de HIFa), AmTango (ortélogo de HIFB) e AmFatiga (ortdlogo de PHD)
se mostraram mais expressos em larvas operarias, indicando uma resposta tipo hipdxia
enddgena, uma vez que na colmeia as larvas de rainhas e operdrias sao criadas em
condicdes ambientais iguais, sendo improvavel uma diferenca consideravel de
concentracdo de O; externo (AZEVEDO et. al., 2011). Tal relacdo entre a expressao
diferencial dos genes centrais da resposta a hipdxia e o desenvolvimento das castas em
A. mellifera, de fato, remete a resultados de estudos realizados ha décadas que
evidenciaram diferencas marcantes no conteido de mitocondrias e consumo de

oxigénio em larvas de rainhas e operarias.

Estas diferencas demonstram, por exemplo, que as larvas de rainha possuem
altos niveis de consumo de oxigénio, refletidas nas taxas respiratérias e niveis de
citocromo ¢ (OSANAI; REMBOLD, 1968; EDER et al., 1983). Tais achados tornaram o
corpo gorduroso um 6érgao alvo para estudos destas questées, uma vez que pode ser
considerado o centro do metabolismo intermedidrio dos insetos e funcionalmente
homodlogo ao figado e tecido adiposo dos vertebrados. Ao analisar o nimero e a
distribuicdo subcelular das mitocondrias nos trofdcitos do corpo gorduroso, assim como
a capacidade de respiracdo oxidativa e respectivamente producado de ATP por meio de
respirometria de alta resolucdo, notou-se que nas larvas de rainha ha um numero de
mitocOndrias consideravelmente maior nesse drgdo, e que esse aumento é
correlacionado com maiores niveis de expressao de genes envolvidos na mitogénese
(SANTOS et al., 2016). Essa diferenca no conteudo mitocondrial reflete na maior

capacidade de produzir ATP, associada a uma demanda energética menor quando
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comparada as operdrias (SANTOS et al., , 2016). Assim estabeleceu-se uma rede de
evidéncias que conectam o estimulo nutricional com vias de sinalizagdo e o metabolismo
energético no processo da diferenciacdo das castas em abelhas meliferas. Entretanto,
faltou ainda esclarecer em termos funcionais a relagdo causa/consequéncia entre o
sistema enddcrino, especialmente HJ, as vias de sinalizacdo de nutrientes, e a dindmica
mitocondrial, respectivamente, a regulagdao metabdlica.

Em conclusdo, estabeleceu-se ao longo das décadas uma rede de evidéncias que
conectam o estimulo nutricional com as vias de sinalizagdao e o metabolismo energético

no processo da diferenciagdo das castas em abelhas meliferas (Fig. 1).

Figura 1 — Influéncias na determinagdo de castas
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Geleiareal vs. dieta de operaria,
Incluindo 10HDA e RNAs nao codificantes.

¢ 1

/| Metabolismo oxidativo . - :
/ SR Vias de sensoriamento de nutrientes
} e dinamica €==> i 4
/ E 2 (insulina, TOR, EGFR)
/ mitocondrial
b S /
Estado ¥
epigenéticoda Hormonio Juvenil e
cromatina Ecdisteroides

\ J 4

Expressao diferencial de genes e/ou splicing alternativo
em tecidos e orgaos

¥ N\

Rainha Operaria

Figura 1- Modelo esquematico dos fatores que influenciam na diferenciacdo de castas em A. mellifera
(CERVONI; HARTFELDER, 2019).

Entretanto, falta ainda esclarecer em termos funcionais a relacdo
causa/consequéncia entre o sistema enddcrino, especialmente HJ, as vias de sinalizagdo

de nutrientes, e a dindmica mitocondrial, respectivamente a regulacdo metabdlica.
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A nossa hipdtese é que a produgdo de HJ, supostamente regulado pelas vias IIS/TOR
e EGFR, promoveria a mitogénese no corpo gorduroso e assim levaria a um aumento

das taxas metabdlicas nas larvas de rainhas.
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2. OBIJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi averiguar a relacdo entre a sinalizacdo por HJ,
dindmica mitocondrial e atividade de genes de sensoriamento de nutrientes (IIS/TOR e

EGFR) em larvas de operarias de A. mellifera em sistema de criagdo in vitro de larvas.

2.2 Objetivos Especificos

1. Criarin vitro larvas em dieta definida, assim eliminando o fator da
alimentac¢do nao controldvel das larvas pelas operarias nutridoras e
evitando a remocao de larvas tratadas com HJ;

2. analisar a expressao de genes das vias de sensoriamento de nutrientes, de
hipdxia e de mitogénese no corpo gorduroso das larvas tratadas e controles
por meio de PCR em tempo real;

3. analisar a capacidade respiratéria e consumo de oxigénio das mitocondrias
estimuladas por HJ por meio de respirometria de alta resolucdo;

4. avaliar as diferencas morfoldgicas das mitocéndrias estimuladas por HJ
através de microscopia eletrénica de transmissao;

5. realizar experimento para sequenciamento de transcriptomas do corpo
gorduroso de larvas do quinto instar larval apds 6 horas de exposicdo ao HJ;

6. analisar os transcriptomas obtidos pelo sequenciamento Illlumina para

identificacdo de genes diferencialmente expressos.
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3. METODOLOGIA:

3.1 Coleta das larvas de Apis mellifera

As larvas foram coletadas do apidrio da Universidade de Sdo Paulo no Departamento
de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto — USP, no quarto e quinto instar
larval, obedecendo os critérios classificatérios segundo o peso ja descritos em literatura
(Tabela 1) (MICHELETTE; SOARES, 1993). Essas fases foram escolhidas por se tratarem
do momento do desenvolvimento pds-embriondrio onde o comprometimento
diferencial da larva para ser uma rainha ou operdria ainda ndo estd definido, ja que
nosso foco é entender melhor os mecanismos de diferenciacdo das castas a partir da
influéncia do HJ. Ja para as andlises do metabolismo oxidativo, escolhemos larvas do
inicio do quinto instar, uma vez que nesta fase foram detectadas as maiores diferencgas
entre rainhas e operdrias (Santos et al, 2016). E importante salientar também que apds
essa fase, a larva entra no estagio de tecelagem de casulo (cocoon spinning), sendo este

o momento quando a casta ja esta totalmente determinada.

As larvas foram coletadas diretamente dos favos de cria e transferidas para placas
com cupulas de criagdo in vitro contendo 80 plL de alimento artificial, preparado com
dieta conhecida especifica para operarias, contendo 6% de frutose, 6% de glicose, 1%
de extrato de levedura, 50% de geleia real comercial e dgua autoclavada, segundo o
protocolo de criacdo in vitro do COLOSS BEEBOOK (CRAILSHEIM et al., 2013). As placas

foram incubadas em ambiente controlado a 34.5 °C e 60% de umidade relativa.

Tabela 1- Classificacdo das fases larvais de acordo com o peso (MICHELETTE; SOARES,

1993)
Instar Estagio especifico Rainha Operaria
Peso (mg)
L4 3,8-44 4,2-32
.. . . Fl 35-90 29-60
s Pmbeddmends ol
gp F3 181-260 111-160
Characteristica intestinal
S1 Intestino Cheio
Fase de tecelagem de casulo . .
L5 L. Intestino metade cheio e metade
(spinning phase) S2 .
vazio
S3 Intestino vazio
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3.2 Aplicacao tépica de hormonio juvenil
O HJ foi administrado utilizando uma micropipeta para aplicagdo tdpica
diretamente na cuticula da larva na concentracdo de 10ug diluido em 2ulL de acetona. A
dose utilizada ja é descrita na literatura como adequada para proporcionar a
diferenciagdo em rainhas (WIRTZ, ; BEETSMA, 1972; REMBOLD; CZOPPELT; RAO, 1974).
Para cada grupo experimental foram criados dois grupos controle, sendo um livre de
tratamento (NT) e outro com administracdo de solvente (AC) em mesmo volume do

grupo teste, cada grupo contendo 5 replicatas biolédgicas (n = 5).

Os ensaios experimentais foram realizados nos intervalos de 1, 6 e 24 horas apds
o tratamento, tanto para larvas do quarto, quanto do quinto instar larval (Fig. 2). Dessa
forma, foi possivel analisar a dinamica da resposta ao tratamento com HJ.
Imediatamente apds a coleta, as larvas foram dissecadas com pingas sob um
estereomicroscopio para retirada de tecido do corpo gorduroso, uma vez que este 6rgao

constitui o centro metabdlico dos insetos.

Figura 2 - Desenho experimental
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Figura 2: Representacdo do desenho experimental utilizado no trabalho. Aqui é demonstrado o grupo
experimental (HJ) e seus dois grupos controle, um tratado com solvente (AC) e outro livre de tratamento
(NT). Apds 1, 6 e 24 horas, as amostras eram encaminhadas para os procedimentos para extragdo de RNA.



3.3 Extragao de RNA

Os tecidos de corpo gorduroso dissecados foram colocados em tubos contendo
500 pL de TRIzol® (Invitrogen) e guardados a -80 °C para posterior extracdo do RNA total.
As amostras foram homogeneizadas e mantidas por 5 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida foi adicionado 200 pL de cloroférmio, seguido de agitacdo rigorosa por 15
segundos e incubagdo por 3 minutos em temperatura ambiente. O material foi
centrifugado a 12.000 x g a 4°C por 15 minutos, retirou-se entdo o sobrenadante
contendo o RNA (fase aquosa). Essa etapa foi repetida adicionando-se 500 pL de
cloroféormio. A fase aquosa foi coletada e o RNA precipitado em 300 pL de dlcool
isopropilico. Em seguida, o material foi colocado em temperatura ambiente por 10
minutos e centrifugado a 12.000 x g a 4°C por 10 minutos. O precipitado de RNA foi
lavado em 500 pL de etanol 75% e ressuspendido, seguido por centrifugacdo a 7500 x g
a 4°C por 5 minutos. Apds a precipitacao final do RNA e a remocgao do etanol, o material
foi completamente seco usando um termobloco a 55°C, e ao final foi ressuspendido em

agua tratada com DEPC para estocagem a -80°C.

3.4 Quantificagdo do RNA

A quantificacdo do RNA foi feita por espectrofotometria em sistema NanoVue (GE
Healthcare). A leitura foi feita usando um comprimento de onda de 260 nm. Nesse
comprimento de onda considera-se que uma unidade de absorbancia corresponde a 40
pg/uL de RNA. A pureza da amostra é analisada pela razdo da leitura 260/280 nm que

deve ser superior a 1,8.

3.5 Tratamento com DNase

O RNA total obtido foi tratado com DNase livre de RNase (Invitrogen), com o
propdsito de eliminar resquicios de DNA genémico. Para cada 3 pug de RNA total foi
adicionado 0,5 uL de DNase diluida (correspondente a 0,1 U). A digestao foi realizada
durante 30 minutos a 37 °C, em seguida foi adicionado 1 puL de EDTA 50 mM por 10
minutos a 65 °C para inativar a reagao. O produto final foi utilizado como molde para

transcrigdo reversa.
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3.6 RT-PCR

A primeira fita de cDNA foi sintetizada com 3 ug de RNA total, utilizando o sistema
de transcricdo reversa SuperScript |1® (Invitrogen) e primer oligo(dT)12-1s (Invitrogen). Foi
adicionado 1 pL de oligo(dT)12-18 (500 pg/uL) 1 uL de dNTPmix (10 mM) (Invitrogen) e
H,O DEPC em quantidade para completar 12 uL do volume de reacao, que foi mantida
por 5 minutos a 65 °C. O préximo passo foi adicionar 4 uL de 5x First Strand Buffer®
(Invitrogen), 2 uL de ditiotreitol (DTT, 0,1 M) (Invitrogen) e 1 uL de RNaseOUT® (40 U/puL)
(Invitrogen). A reagao foi mantida por 2 minutos a 42 °C. Por fim, foi adicionado 1 uL de
enzima SuperScript Il e a reacdo de sintese da primeira fita de cDNA realizada por 50
minutos a 42 °C. A reacdo foi terminada com desnaturacdao da enzima a 70 °C por 15
minutos. As amostras foram armazenadas a -20 °C até uso nos ensaios para

guantificacdo dos transcritos por RT-PCR convencional e em tempo real (RT-gPCR).

As analises por PCR convencional foram realizadas utilizando 1 pL de amostra de
cDNA diluido 10x para amplificar os respectivos fragmentos génicos utilizando 10 plL de
Master Mix (Fermentas) em volume final de 20 ul. O controle negativo foi realizado sem
adicionar cDNA. A amplificacdo ocorreu nas seguintes condi¢des: desnaturagao inicial
de 95 °C por 5 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 30's, 72 °C por 30 s e extensdo final
a 72 °Cpor 10 min.

Os produtos de PCR convencional foram analisados por eletroforese em gel de
agarose (1% ou 1,5%) em tampdo TAE (Tris-acetato-EDTA). O marcador usado foi
GeneRuler 100 bp DNA Ladder® (Fermentas) e as amostras foram coradas por inclusdo

do corante BlueGreen® (LGC Biotecnologia) com o tampao carreador.

3.7 RT-gPCR em tempo real

Para as reacdes de amplificacdo por PCR em tempo real foram utilizados primers
especificos de Apis mellifera para o gene de resposta imediata ao horménio juvenil
Kriippel homolog 1 (Kr-h1), target-of-rapamycin (TOR), bem como o gene relacionado a
biogénese mitocondrial Estrogen-related Receptor (ERR), Forkhead box O (FOXO), o gene

responsivo a hipdxia ortologo ao HIF1B (Sima), e os genes controladores de fusdo e
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fissdo mitocondrial Mitochondrial Dynamin-like GTPase 1 (Opal) e Mitochondrial Fission

Protein 1 (Fis1), respectivamente (Tabela 2).

A metodologia empregada nos ensaios de RT-qPCR foi do SYBR Green e a reacao
ocorreu no sistema StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Para
montagem das reagdes utilizou-se 7,5 uL de Maxima SYBR Green qPCR Master Mix™
(Fermentas), 1 uL de cada um dos respectivos primers forward (F) e reverse(R) (diluidos
a 10 pM), 1 pL de cDNA e 3,5 uL de dgua estéril, totalizando um volume final de 13 pL
por reacdo. As reacdes ocorreram nas seguintes condicdes: 50 °C por 2 minutos, 95 °C
por 10 minutos, 40 ciclos a 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. A curva de
dissociacdo para verificacdo da especificidade do produto foi gerada ao final do ultimo
ciclo, aquecendo a 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 minuto e 95 °C por 15 segundos.
As reacOes foram realizadas em quintuplicatas biolégicas (n=5), cada uma dessas sendo

analisada em triplicata técnica (n=3).

Tabela 2- Lista de primers utilizados para as analises de expressdo génica dos genes

alvos
Nome do BeeBase GenBank  Sequéncia do primer
Gene
Kr-h1 GB45427 XR_003304765.1 F: 5- GCACTGGCAGTGACAAGGAA -3’
R: 5’- CGTGGAGTGTTATCGTAAGTAGCAA -3’
TOR Patel et. al, 2007 F: 5 - GTTGGAGGTGTGAATACTCC -3’
R: 5’- CCAGATACTCCCATTCCTAC -3’
FoxO Wheeler et. al, F: 5- TTATGCGAGTGCAGAACGAG -3’
2007 R: 5’- AACCGGACTGTCTGGAAAGA -3’
Sima Azevedo et al, 2011 F: 5'-TGAACGACAGCATGAACGACAGCATGGCCGA-3’
R:5-CGTTCGTTGCTCCTTCTCCG- 3’
ERR Santos et al, 2016 F: 5’-CTTTGCCTAGTCTGCGGTGA-3’
R:5’-ATCTCACACTCCCCATTCGC-3’
TFB2 Santos et al, 2016 F: 5’-TCAATTTTTGGCATTTTATTCGACA-3’
R:5’-CACATCCAGGAACTACTTTTTCCA-3
OPA1 GB52849 XM_016 F:5-TCCTCTAATCGTATATTTGACGCA- 3’
913659. R:5-ATCGGCTAATGGTCGTGCAA -3’
1
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FIS1 GB46314 XM_623 F:5- GCTTTAGCGTATGTCAGATCGT-3’
646.5 R: 5’- ACCATAAAGTCCCTCTTTTTCCA-3’

rp49 Lourencgo et al., 2008 F: 5-CGTCATATGTTGCCAACTGGT-3’
R: 5’-TTGAGCACGTTCAACAATGG-3’

3.8 Calculo da expressao relativa

A abundancia dos transcritos foi calculada em relagdo aos valores Ct (threshold cycle)
do gene alvo e do gene de controle endégeno rp/32 (Lourenco et al., 2008) e utilizando
um individuo do grupo controle como referéncia normalizadora interna. Os valores da
expressdo relativa foram calculados seguindo metodologia 2"22¢t (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001) e as diferengas entre os grupos foram analisadas através de teste estatistico One-
way ANOVA com correcao de Bonferroni utilizando o software estatistico GraphPad

Prism V5.0 (Jandel Scientific) para andlise e plotagem dos graficos.

3.9 Microscopia eletronica

O tecido de corpo gorduroso proveniente de 3 individuos de cada grupo foi
dissecado e transferido para solucao fixadora (glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato
de sddio 0,1 M, pH 7,1, contendo sacarose 0,3 M para controle osmético). A fixacdo
ocorreu em 2 horas em temperatura ambiente. A pds-fixacdo foi realizada por tetroxido
de ésmio 2%, seguido da desidratagao das amostras em série de crescente de etanol
(70% a 100%). Por final, as amostras foram embebidas em resina Araldite 506 epoxy
(A3183 Sigma) e deixadas para polimerizar. Cortes ultrafinos de 80-90 nm foram obtidos
em ultramicrétomo (Leica) e transferidas para grades de cobre. A contrastacdo dos
cortes for realizada com acetato de uranila (1%) e citrato de chumbo, e os cortes foram
visualizados em microscépio eletronico de transmissdo (JEOL JEM-100 CXIl). As imagens
digitais captadas foram processadas para ajuste de brilho e contraste no software

Imagel®.
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3.10 Analise do consumo de oxigénio

A taxa de consumo de oxigénio das células do corpo gorduroso foi medida por
meio da técnica de respirometria de alta resolucdo. Neste procedimento, o tecido em
questdo é posto na camara de reagao de um oxigrafo contendo meio de respiragdo sob
agitacdo constante. Sensores presentes na camara captam a concentragao de oxigénio
na camara, assim possibilitando observar o seu consumo em fun¢dao do tempo. O
consumo de oxigénio basal e o comportamento das mitocondrias frente a administracao
de reagentes modulatérios (succinato, ADP, oligomicina, CCCP e antimicina) dos
complexos enzimaticos da cadeia respiratéria, assim pode ser registrado e medido por

software préprio do oxigrafo.

Os ensaios foram realizados em temperatura controlada de 37 °C, utilizando o
aparelho Oxygraph-2k (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) e aquisicdo dos dados
utilizando o software DatlLab, do préprio fabricante (Oroboros), configurado para

registro do consumo de oxigénio em intervalos de 2 segundos.

O corpo gorduroso de operdrias do quinto instar larval em estdgio de alimentacao
(L5F2) (n=5) utilizado nestes experimentos foi dissecado apds 1 e 6 horas de tratamento
das larvas com hormonio juvenil e imediatamente transferido para a cdmara do oxigrafo
contendo 2,1 mL de meio de respiracdo MiR05 (EGTA 0,5 mM, MgCl2.6H20 3mM, acido
L-lactobiénico 60 mM, taurina 20 mM, KH2P0O4 10 mM, HEPES 20 mM, D-sacarose 110

mM, BSA 1g/L). Na cdmara de reacdo, o tecido foi mantido sob agita¢do constante.

Primeiramente foi registrado o consumo basal (Routine, R) de oxigénio, que permite
inferir a atividade enddgena normal do tecido, sem que haja nenhuma modulacdo da
mitocOndria ou alteracdo em sua atividade. Em seguida, adiciona-se succinato 10mM,
este considerado um fator limitante da respiracao celular por se tratar do precursor do
fumarato. Em seguida, é adicionado ADP 220 pM, também um importante fator
limitante por se tratar de um precursor na producao de ATP mitocondrial. Adiciona-se,
entdo, oligomicina (1 pg/mL), um inibidor temporario da ATP sintase, causando
vazamento de elétrons através da membrana mitocondrial interna em estado nao
fosforilante (Leak). Por fim, adicionam-se doses sequenciais do protondéforo carbonil
cianeto m-clorofenil hidrazona (CCCP, 1 uM), afim de determinar o estado da

capacidade maxima do sistema de transporte de elétrons (ETS, electron transport
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system) através do desacoplamento mitocondrial. A CCCP permite que os proétons
localizados no espago intermembrana passem pela membrana interna da organela,
estimulando o consumo maximo de oxigénio afim de reconstituir o gradiente
eletroquimico necessdrio para a producao de ATP (Figura 3). Nesses experimentos, 0s
resultados do grupo de abelhas tratadas com HJ foram comparados aos de larvas do

grupo controle tratadas com solvente.

Figura 3 - Modelo de grafico de respirometria de alta resolucao
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Figura 3: Grafico exemplar de um experimento de respirometria de alta resolugédo gerado pelo
aparelho Oxygraph-2k (Oroboros Instruments). Ao colocar o tecido, a cdmara do aparelho é fechada e
inicia-se o sensoriamento de Oxigénio presente no sistema e consequentemente o seu consumo. O
experimento se inicia a partir do estado mitocondrial basal (R) quando se atinge o primeiro platd, onde a
partir dai segue-se uma sequéncia de adigdo de substancias moduladoras mitocondriais a cada novo plat6
gerado (setas). A curva em azul indica a concentragdo de oxigénio presente na cdmara e a curva vermelha
representa o fluxo de Oxigénio consumido pelo tecido. Os platds sdo designados de acordo com o estado
da mitocondria, sendo basal (R), ligacdo com o complexo Il (Cll), fosforilagdo (P), vazamento de elétrons
(L) e a capacidade maxima de transporte (ETS). Os dados coletados foram utilizados para o calculo do
acoplamento mitocondrial (razdo entre L e ETS), fosforilacdo de desacoplamento (razdo entre L e P),
demanda fisiolégica (R/ETS) e outras razdes como respiracdo basal e fosforilagdo, relagdo CII/ETS e Cll/P
(Santos, et. al., 2016).

3.11 Sequenciamento de RNA
3.11.1 Preparagdo das amostras

O objetivo desta etapa foi de comparar os perfis de expressdo génica de forma
geral entre larvas de A. mellifera tratadas ou ndo com HJ. Para tal, o experimento foi
conduzido contendo 3 individuos na fase larval L5F2 por amostra em cada grupo
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experimental (n=3), tratadas com HJ (HJ), acetona (AC) ou como grupo controle ndo
tratado (NT) por 6 horas, conforme descrito no ponto 3.2. Apds dissecagdao do corpo
gorduroso, o RNA foi extraido como descrito previamente no ponto 3.3. Utilizando 3
individuos por é possivel se estabelecer um pool mais rico e com maior confiabilidade

da variabilidade existente dentro da col6nia.

3.11.2 Controle de qualidade e sequenciamento de RNA

As amostras preparadas de RNA total foram diluidas a de 75 ng/uL de RNA e
enviadas para o Laboratério Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da
Vida (LaCTAD) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Através do sistema
2100 Bioanalyzer, as amostras foram submetidas ao controle de qualidade, fornecendo
informacgdes sobre a integridade do material, gerando tabelas de resultados e imagem
(gel-like) de eletroforese virtual, mostrando os fragmentos presentes na amostra com
seus respectivos tamanhos e quantificacdo relativa dos picos de cada fragmento. Caso
atinjam a qualidade minima exigida (80% de integridade), as amostras passam para o
sequenciamento propriamente dito, utilizando o sistema HiSeq 2500° (lllumina) que
possui notavel capacidade de processar um grande nimero de amostras e gerar uma

grande quantidade de dados para analise bioinformatica.

3.11.3 Andlise dos dados de RNA-Seq

Primeiramente, cada uma das bibliotecas geradas por sequenciamento (paired
end 150bp) foi submetida ao controle de qualidade utilizando o pacote Rqc, disponivel
no repositério Bioconductor (HUBER et al.,, 2015). Os dados foram processados

utilizando o pipeline frtc (https://github.com/alanlorenzetti/frtc) (TEN-CATEN et al.,

2018) com alteracdo de alguns parametros.

Em resumo, as bibliotecas passaram pelo processo de (i) trimming, no qual a
ferramenta Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014) faz a remocdo de
adaptadores e de extremidades de baixa qualidade; (ii) alinhamento ao genoma de
referéncia, no qual a ferramenta HISAT2 (KIM; LANGMEAD; SALZBERG, 2015) mapeia as
reads ao genoma de referéncia (NCBI Assembly  Amel_HAv3.1;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF 003254395.2) permitindo splicing, soft-

clipping e gaps; (iii) preparacao dos arquivos de alinhamento, no qual se emprega a
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ferramenta SAMtools (LI et al.,, 2009) e algumas rotinas personalizadas para a
manuten¢dao apenas das reads unicamente alinhadas, ou seja, aquelas que nao se
alinham a mais de uma regidao do genoma.

Foi elaborada uma matriz de contagem com o nimero de reads alinhadas em
cada um dos loci anotados. Para isto, utilizou-se o pacote GenomicAlignments
(LAWRENCE et al., 2013), tendo como input os alinhamentos gerados para cada
biblioteca e a anotacdo génica disponivel na RefSeq do NCBI para o genoma de
referéncia de A. mellifera. A matriz de contagem foi utilizada como input no software
DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014), o qual realizou a analise de expressao diferencial
considerando os contrastes HJ vs. NT e AC vs. NT. Foram classificados como
diferencialmente expressos aqueles genes que satisfizeram os limiares
|log2FoldChange| = 1 e valor-p ajustado < 0,01.

Por fim, os genes diferencialmente expressos passaram pelo processo de
categorizacdo funcional, no qual (i) o produto dos genes foi herdado da anotagdo génica;
(i) a via metabdlica, obtida do KEGG Pathway (KANEHISA et al., 2017); (iii) e os termos
do Gene Ontology (THE GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2019), obtidos diretamente do
banco de dados UniProt (THE UNIPROT CONSORTIUM, 2017). As informacgdes foram
adquiridas com auxilio dos pacotes KEGGREST e Uniprot.ws, ambos disponiveis no

pacote Bioconductor( https://www.bioconductor.org/).
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CAPITULO | - Efeito do horménio juvenil na expressdo de genes

candidatos e morfofisiolgia mitocondrial
4 .RESULTADOS

4.1 Expressao relativa de genes candidatos

4.1.1 Larvas L4

Larvas do quarto instar (L4) de A. mellifera foram submetidas a aplicacado tépica de
HJ em sistema criacao in vitro a fim de mimetizar os titulos endégenos de HJ elevados
em larvas de rainha, ja que tal tratamento tipicamente induz o desenvolvimento deste
fendtipo. O objetivo especifico foi estudar o efeito direto do HJ sobre o metabolismo
oxidativo na fase larval que diretamente precede a do quinto instar, no qual a casta ja
estd determinada. Assim, o quarto instar ainda apresenta certa flexibilidade no que diz
respeito ao comprometimento da casta. Primeiramente, para validar a eficiéncia do
tratamento foram avaliados os niveis de expressao do gene Kriippel homolog-1 (Kr-h1),
gene de resposta imediata ao HJ (JINDRA et al., 2013). As respostas foram analisadas
respectivamente apos 1, 6 e 24 horas de tratamento (Fig. 4).

Os resultados indicam que a expressao de Kr-h1 ocorre imediatamente apds o
tratamento com HJ, podendo ser identificado ja 1 hora depois da aplicacdo do hormonio
sintético (Fig. 4A). Este resultado corrobora com a hipdtese que Kr-h1 se caracteriza
como um gene codificador de um fator de transcricdo de resposta imediata da acao
transcricional do HJ e ao mesmo tempo atesta a eficdcia de nosso desenho
experimental. Curiosamente, verificou-se uma intensa queda dos niveis de expressdo de
Kr-h1 ja logo ap6s 6 horas de tratamento, mantendo-se relativamente estavel em niveis
baixos até as 24 horas (Fig. 4D).

Apds a validacdo da eficacia do tratamento, avaliamos a possivel acdo do HJ
sobre o metabolismo larval. Para tal, foram analisados os niveis de expressao relativa de
trés conjuntos de genes pertencentes a diferentes funcionalidades intracelulares. O
primeiro grupo foi composto por genes relacionados a mitogénese (ERR e TFB2) e ao
processo de fissdo e fusdao mitocondrial (FIS1 e OPA1) respectivamente (Fig. 5). Ja o

segundo grupo é relacionado a vias de controle de sinalizagdo do crescimento, sendo
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estes TOR e FoxO (Fig. 6). Por fim, o Ultimo grupo era constituido por genes relacionados
a reposta hipodxica, Sima e Fatiga (Fig. 7).

Ao analisarmos o perfil de expressio de genes relacionados a dindmica
mitocondrial em larvas L4, notamos que o HJ ndo promoveu alteragdao na expressao do
principal fator de transcricdo responsdavel pela biogénese mitocondrial, TFB2, e nem do
fator de fusdao mitondrial OPA1 durante o periodo de 24 horas apds aplicacao do HJ (Fig.
4B-4C). No entanto, os niveis de expressdo dos genes ERR e FIS1 apresentaram
comportamentos distintos dos genes anteriores. A principio, nossos resultados
demonstram que o tratamento com HJ exégeno resultou na diminuicdo da expressado de
ERR durante a fase da resposta imediata (1 h), normalizando ao longo do tempo de agcao
do tratamento de 6 h e 24 h (Fig. 6A). Diferentemente, as alteracGes significativas na
expressdao do gene FIS 1 aparecem apenas no fim do intervalo de 24 horas apds
tratamento quando comparados os grupos HJ e NT. Entretanto, ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos controle ou entre NT e AC, indicando um possivel efeito do

solvente (acetona) na resposta.

A segunda frente de anadlises levou em consideragdo os niveis de expressao dos
genes TOR e FoxO. A partir dos resultados é possivel notar uma diminui¢cdo na expressao
relativa do gene TOR as 24 horas no grupo HJ em relagdo ao grupo NT (Fig. 7A). No
entanto, esta resposta é acompanhada também pelo grupo ACE, indicando novamente
uma influéncia do solvente, e ndo representando de fato um efeito especifico do
tratamento hormonal. J4 em relacdo ao gene FoxO, ndo houve influéncia significativa do

HJ na sua expressao.

Por fim, o estudo da influéncia de HJ sobre genes da resposta hipdxica, Fatiga e
Sima, também ndo mostrou um efeito significativo, levando-nos a concluir que o HJ ndo

possui acao direta sobre esta via na fase larval estudada.
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Figura 4- Expressao relativa do gene Kr-h1 em larvas L4
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Figura 4 - Andlise da expressdo relativa por RT-gPCR do gene Kr-h1 em larvas de A. mellifera do quarto
instar larval (L4). Apds 1 hora de tratamento de aplicacdo topica de HJ (A); apds 6 horas de tratamento
de aplicacdo tépica de HJ (B); apds 24 horas de tratamento de aplicacdo topica de HJ (C); Perfil de
expressdo de Kr-h1 em fungdo do tempo de tratamento com HJ, representando as medianas e adotando
IC =95% (D). Os box plots apresentam os valores individuais de cada amostra junta a mediana e os quartis
internos e externos. Os niveis da expressdo relativa foram obtidos através de RT-qPCR e analisados pelo
método 222% ytilizando a express3o do gene normalizador RPL32 e uma amostra do grupo controle como
referéncia calibradora. A significancia estatistica foi analisada por One-way ANOVA e teste pds-hoc de
Bonferroni (* p<0.05; ****p<0.0001).
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FIs1

Figura 5- Expressao relativa dos genes ERR, TFB2, OPA1 e FIS1 em larvas L4
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Figura

5: Andlise da expressdo relativa dos genes ERR, TFB2 e OPA1 e FIS1 em larvas do quarto instar larval (L4)
de Apis mellifera em diferentes tempos apds o tratamento; grupo HJ, tratado com HJ; grupo AC, controle
tratado com solvente, acetona; NT, grupo controle ndo tratado. Os niveis da expressao relativa foram
obtidos através de RT-gPCR nos intervalos de 1, 6 e 24 horas de tratamento para os genes ERR (A), TFB2
(B), OPA1 (C) e FIS1 (D). Os box plots apresentam os valores individuais de cada amostra junto a mediana
e 0s quartis internos e externos. Os niveis da expressdo relativa foram obtidos através de RT-qPCR e
analisados pelo método 222 ytilizando a expressdo do gene normalizador RPL32 e uma amostra do grupo
controle como referéncia calibrador. A significancia estatistica foi analisada por One-way ANOVA e teste

pds-hoc de Bonferroni (* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001).
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Figura 6- Expressao relativa dos genes TOR e FoxO em larvas L4
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Figura 6: Analise da expressdo relativa dos genes TOR e FoxO em larvas do quarto instar larval (L4) de Apis
mellifera em diferentes tempos apds o tratamento; grupo HJ, tratado com HJ; grupo AC, controle tratado
com solvente, acetona; NT, grupo controle ndo tratado. Os niveis da expressao relativa foram obtidos
através de RT-qPCR nos intervalos de 1, 6 e 24 horas de tratamento para os genes TOR(A), FoxO(B). Os
box plots apresentam os valores individuais de cada amostra junto a mediana e os quartis internos e
externos. Os niveis da expressdo relativa foram obtidos através de RT-qPCR e analisados pelo método 2
8¢t ytilizando a expressdo do gene normalizador RPL32 e uma amostra do grupo controle como referéncia
calibrador. A significancia estatistica foi analisada por One-way ANOVA e teste pds-hoc de Bonferroni (*
p<0.05).
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FATIGA

Figura 7- Expressao relativa dos genes Fatiga e Sima em larvas L4
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Figura 7: Andlise da expressdo relativa dos genes Fatiga e Sima em larvas do quarto instar larval (L4) de Apis
mellifera em diferentes tempos apds o tratamento; grupo HJ, tratado com HJ; grupo AC, controle tratado com
solvente, acetona; NT, grupo controle ndo tratado. Os niveis da expressado relativa foram obtidos através de RT-
gPCR nos intervalos de 1, 6 e 24 horas de tratamento para os genes Fatiga (A), Sima(B). Os box plots apresentam
os valores individuais de cada amostra junto a mediana e os quartis internos e externos. Os niveis da expressao
relativa foram obtidos através de RT-qPCR e analisados pelo método 222¢ utilizando a expressdo do gene
normalizador RPL32 e uma amostra do grupo controle como referéncia calibrador. A significancia estatistica foi
analisada por One-way ANOVA e teste pds-hoc de Bonferroni (* p<0.05).
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4.1.2 Larvas L5F2

Aqui o objetivo foi de estudar a influéncia do HJ na modula¢dao do metabolismo em
larvas do quinto instar larval. Como fase especifica analisamos a expressao génica no segundo
estagio fase de alimentacao (L5F2). Além do fato que nesta fase a casta ja estd quase
determinada, esta fase também é de interesse pois é nela que as larvas apresentam o seu
maior potencial de metabolismo oxidativo (SANTOS et al. 2016), estimulado pelo consumo de

grandes quantidades diarias da dieta.

Novamente, para fins de validacdo do tratamento, foi avaliada a resposta de Kr-h1. Os
resultados mostram que em L5F2 hd uma resposta também imediata ao tratamento, porém
mais duradouro do que na fase L4 (Fig. 8). O decaimento dos niveis de expressdo do gene de
resposta imediata é observado apenas em 24 h apds a a¢ao do hormonio sintético (Fig. 8C-

8D).

Figura 8- Expressao relativa do gene Kr-h1 em larvas L5F2
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Figura 8 - Analise da expressdo relativa por RT-qPCR do gene Kr-h1 em larvas de A. mellifera do quinto instar
larval (L5F2). Apds 1 hora de tratamento de aplicagdo tépica de HJ (A); apds 6 horas de tratamento de aplicagao
tépica de HJ (B); apds 24 horas de tratamento de aplicagdo topica de HJ (C); Perfil de expressdo de Kr-h1 em
funcdo do tempo de tratamento com HJ, representando as medianas e adotando IC = 95% (D). Os box plots
apresentam os valores individuais de cada amostra junta a mediana e os quartis internos e externos. Os niveis
da express3o relativa foram obtidos através de RT-qPCR e analisados pelo método 222% utilizando a express3o
do gene normalizador RPL32 e uma amostra do grupo controle como referéncia calibradora. A significancia
estatistica foi analisada por One-way ANOVA e teste pds-hoc de Bonferroni (*** p<0.001; ****p<0.0001).
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Apds a validagao da eficacia do tratamento com HJ, o objetivo foi de estudar os
mesmos grupos génicos avaliados na fase L4. Deste modo, o primeiro grupo foi composto por
genes relacionados a mitogénese (ERR e TFB2). Considerando o constante dinamismo e
remodelamento das mitocondrias, analisamos também genes relacionados com a biogénese
e estruturacdo desta organela. Selecionamos OPA 1 (Optic atrophy protein 1) e FIS 1
(Mitochondrial fission 1 protein), responsaveis pela fusdo da membrana interna e com o
processo de fissdo mitocondrial, respectivamente (Fig. 9). Os resultados obtidos para esse
grupo génico apresentam claras diferencas em relag¢ao a influéncia do HJ quando comparados
a fase L4. As diferencas podem ser notadas, por exemplo, na intensa diminuicdo que o HJ
causou sobre a expressao do gene ERR apds 24 h de tratamento quando comparado ao grupo
nao tratado (Fig. 9A). No entanto, observa-se que ndo houve diferenca estatistica quando
comparado ao grupo controle AC, muito possivelmente devido a grande variancia encontrada
nas replicatas biolégicas deste grupo controle. Ja em relagdo ao segundo gene controlador da
biogénese mitocondrial, TFB2, ndo foi observado nenhum grau de influéncia do tratamento
com o hormoénio sintético na modula¢do da expressao génica (Fig. 9B). Por outro lado, o gene
relacionado ao processo de fusdo mitocondrial, OPA1, teve a sua transcricdo estimulada pelo
hormoénio, quando comparado ao grupo ndo tratado. Entretanto, ndo houve diferenca
estatistica em relagdo ao grupo controle AC (Fig. 9C). Por fim, se por um lado o HJ causou um
aumento nos niveis da expressdo de proteinas mitocondriais fusionais em 6 h apds o
tratamento, esse mesmo hormonio foi capaz de diminuir os niveis de expressao genica de
proteinas responsaveis pela fissdo mitocondrial, como FIS1 apds 24 h de tratamento (Fig. 9D).
Neste ultimo caso, observa-se a clara influéncia de HJ na modulagao transcricional deste gene

em relacdo aos grupos controles.

Assim como em L4, foi estudado o segundo grupo relacionado as vias de controle de
sinalizagdo do crescimento; TOR e FoxO (Fig. 10). Comparado a fase anterior, o HJ também
ndo exerceu modulacgdo significativa nos niveis de expressdo do gene TOR (Fig. 10A). Por outro
lado, o gene FoxO sofreu reducdo nos niveis de seus transcritos apés 24 h de tratamento
guando comparado ao grupo ndo tratado (Fig. 10B). Entretanto, ndo apresentou diferenca
estatistica na comparacdo com o grupo controle do solvente acetona.

Por fim foi analisado o grupo constituido por genes relacionados a reposta hipdxica.

N3do detectamos nenhuma influéncia do hormdnio nos niveis de expressdo do gene fatiga (Fig.
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11A) e apenas uma pequena modulagdo dos niveis do RNA mensageiro do gene sima em 6 h
apo6s o trabalho com HJ, quando comparado ao grupo nao tratado, porém sem diferenca

quanto ao grupo tratado solvente (Fig. 11B).

44



Figura 9- Expressao relativa dos genes ERR, TFB2, OPA1 e FIS1 em larvas L5F2
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Figura 9: Analise da expressao relativa dos genes ERR, TFB2, OPA1 e FIS1 em larvas do quinto instar larval (L5F2)
de Apis mellifera em diferentes tempos apds o tratamento; grupo HJ, tratado com HJ; grupo AC, controle tratado
com solvente, acetona; NT, grupo controle ndo tratado. Os niveis da expressao relativa foram obtidos através de
RT-gPCR nos intervalos de 1, 6 e 24 horas de tratamento para os genes ERR (A), TFB2 (B), OPA1 (C), FIS1 (D). Os
box plots apresentam os valores individuais de cada amostra junto a mediana e os quartis internos e externos.
Os niveis da expressdo relativa foram obtidos através de RT-qPCR e analisados pelo método 224 utilizando a
expressdo do gene normalizador RPL32 e uma amostra do grupo controle como referéncia calibrador. A
significancia estatistica foi analisada por One-way ANOVA e teste pds-hoc de Bonferroni (* p<0.05, ** p<0.01,
***p<0.001, **** p<0.0001).
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Figura 10- Expressao relativa dos genes TOR e FoxO em larvas L5F2
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Figura

10:

Analise da expressdo relativa dos genes TOR e FOXO em larvas do quinto instar larval (L5F2) de Apis mellifera em
diferentes tempos apds o tratamento; grupo HJ, tratado com HJ; grupo AC, controle tratado com solvente,
acetona; NT, grupo controle ndo tratado. Os niveis da expressdo relativa foram obtidos através de RT-qPCR nos
intervalos de 1, 6 e 24 horas de tratamento para os genes TOR (A), FoxO (B). Os box plots apresentam os valores
individuais de cada amostra junto a mediana e os quartis internos e externos. Os niveis da expressao relativa
foram obtidos através de RT-gPCR e analisados pelo método 222 utilizando a expressdo do gene normalizador
RPL32 e uma amostra do grupo controle como referéncia calibrador. A significancia estatistica foi analisada por
One-way ANOVA e teste pds-hoc de Bonferroni (* p<0.05).
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Figura 11- Expressao relativa dos genes Fatiga e Sima em larvas L5F2
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Figura 11:
Andlise da expressdo relativa dos genes Fatiga e Sima em larvas do quinto instar larval (L5F2) de Apis mellifera
em diferentes tempos apds o tratamento; grupo HJ, tratado com HJ; grupo AC, controle tratado com solvente,
acetona; NT, grupo controle ndo tratado. Os niveis da expressdo relativa foram obtidos através de RT-qPCR nos
intervalos de 1, 6 e 24 horas de tratamento para os genes Fatiga (A), Sima (B). Os box plots apresentam os valores
individuais de cada amostra junto a mediana e os quartis internos e externos. Os niveis da expressao relativa
foram obtidos através de RT-gPCR e analisados pelo método 222 ytilizando a expressdo do gene normalizador
RPL32 e uma amostra do grupo controle como referéncia calibrador. A significancia estatistica foi analisada por
One-way ANOVA e teste pds-hoc de Bonferroni (* p<0.05).

4.2 Ensaios de respirometria de alta resolugao

De acordo com a resposta de Kr-h1 ao longo do tempo em L5F2 esperava-se que o
grupo de larvas tratadas com HJ tivesse um metabolismo mais ativo, assim como uma maior
expressao dos genes envolvidos em modulagdo mitocondrial, metabolismo oxidativo e
regulacdo. Ainda que a resposta desses genes ndo fosse imediata, era de se esperar que, com
o0 passar das horas, essas vias sofressem alguma forma de modulacdo. No entanto, a
abordagem transcricional possui limitacdes em responder como realmente se comporta o
metabolismo larval sob acdo do HJ. Sendo assim, a partir dos resultados dos ensaios anteriores
de RT-gPCR, nos perguntamos se o HJ poderia atuar por algum outro modo, por exemplo ndo
transcricional, e modular a atividade das mitocondrias do corpo gorduroso. Para elucidar isso,
realizamos experimentos de respirometria de alta resolucdo (Santos et al., 2018). Dessa forma
¢é possivel analisar os niveis de O, em consumo basal, fosforilacdo, capacidade do complexo Il,

vazamento de prétons e maxima capacidade de transporte de elétrons (desacoplamento).
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Os resultados obtidos por esta abordagem experimental demonstraram, no entanto,
que larvas expostas ao HJ apds 1 h (Fig. 12) e 6 h (Fig. 13) ndo apresentam diferenca estatistica
nos niveis de consumo de oxigénio em nenhuma situacdo de modulacdo entre os grupos

tratado e controle.

Figura 12- Respirometria de alta resolu¢ao em larvas L5F2 apds 1 hora de tratamento com HJ.
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80
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Figura 12 - Resultado dos ensaios de respirometria de alta resolucdo em amostras de corpo gorduroso dissecadas
apos 1 hora de agdo do HJ, mostrando as curvas de consumo de O2 em diferentes estados mitocondriais a partir
da modulacdo através das drogas succinato, ADP, oligomicina e CCCP. O gréfico mostra as médias e desvio
padrdo calculadas individualmente para cada experimento (n=5). A distribui¢do dos dados foi em conformidade
para realizado de teste two-way ANOVA. Entretanto ndo houve diferenca estatistica entre os dois grupos, larvas
tratadas com HJ e larvas tratadas com solvente (AC).
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Figura 13- Respirometria de alta resolugao em larvas L5F2 apds 6 horas de tratamento com

HJ.
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Figura 13 - Resultado dos ensaios de respirometria de alta resolugdo em amostras de corpo gorduroso dissecadas
apos 6 hora de acdo do HJ, mostrando as curvas de consumo de O2 em diferentes estados mitocondriais a partir
da modulacéo através das drogas succinato, ADP, oligomicina e CCCP. O gréfico mostra as médias e desvio
padrdo calculadas individualmente para cada experimento (n=5). A distribui¢do dos dados foi em conformidade
para realizado de teste two-way ANOVA. Entretanto ndo houve diferenga estatistica entre os dois grupos, larvas
tratadas com HJ e larvas tratadas com solvente (AC).

4.3 Microscopia Eletronica de Transmissao

Nessa abordagem investigamos a questdao morfoldgica das mitocondrias, uma vez que
Santos et al. (2016) notaram uma diferenca marcante entre o formato das mitocéndrias do
corpo gorduroso de larvas de rainha (Fig. 14) e de operaria. Para responder a questao que tal
diferenca morfolégica pode ser atribuida as diferencas nos niveis enddégenos de HJ,
analisamos a morfologia das mitocéndrias do corpo gorduroso das larvas L5F2 apds 1 he 6 h
de exposicdo ao HJ e do grupo controle (AC) por meio de microscopia eletronica de

transmissao.
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Figura 14- Micrografias de microscopia eletrénica de transmissdo de corpo gorduroso de

larvas de rainha no estagio L5F2.

Figura 14 — Eletromicrografia de célula do corpo gorduroso de larvas de rainha. As setas indicam mitocondrias
em forma de célice. Imagem retiradas de Santos et al (2016).
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Figura 15- Micrografias de microscopia eletrénica de transmissdo de larvas L5 apds 1 hora de

tratamento.

Figura 15 — Eletromicrografias de células do corpo gorduroso de larvas L5F2 apés 1 h de tratamento com HJ. As
setas indicam mitocéndrias em cada grupo analisado. Larvas do grupo experimental HJ (A) apresentam grande
fissura no interior da organela; larvas de operaria do grupo controle expostas ao solvente (B) ndo apresentaram
tais alteracGes morfoldgicas.
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Figura 16- Micrografias de microscopia eletrénica de transmissao de larvas L5F2 apds 6 horas

de tratamento.

Figura 16 - Eletromicrografias de células do corpo gorduroso de larvas L5F2 expostas a HJ por 6 horas
apresentando formato normal (A); larvas de operaria do grupo controle expostas ao solvente, também sem
apresentar alteragcdes morfoldgicas (B). As setas indicam mitocondrias em cada grupo analisado
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5. DISCUSSAO

5.1-larvas L4

Ao analisar o perfil de expressao de Kr-h1 na fase L4, percebemos uma resposta rapida
e transiente desse gene a presenca de HJ. Os niveis de expressdo aumentaram rapidamente
jd a1 h apds o tratamento das larvas com HJ (Fig. 4) e diminuiram igualmente rapido até 6 h
apos o tratamento. Essa notdvel dindmica na expressao de Kr-h1 é compativel com genes de
resposta imediata a horménios morfogenéticos, como ja ha tempo documentado no modelo
Ashburner para ecdisona (THUMMEL, 2002). Ademais, para experimentos que utilizam
hormonios exdgenos, sintéticos para estimular respostas moleculares e fisiolégicas, é
compreensivel que a resposta rapida e transiente representa uma reacdo de compensacao
biolégica ao hormonio externo, que inclusive pode ser acompanhado por uma rapida ativacao
de vias bioquimicas de degradacao, possivelmente por meio de HJ esterase (MACKERT et al.,
2008). Ja os resultados da fase larval seguinte (L5F2) mostrou uma dindmica mais persistente
no aumento dos niveis de expressao de Kr-h1 até 6 h apds o tratamento com HJ (FIg. 8). Assim
seria possivel que nessa fase larval (L5F2), que apresenta um metabolismo oxidativo mais
intenso que na fase L4 (SANTOS et al., 2016) os genes relacionados a dinamica mitocondrial

possam apresentar uma resposta maior ao horménio.

Em termos de resposta ao HJ destaca-se o gene Estrogen-Related Receptor (ERR),
regulador nutricional envolvido na transcricdo de genes nucleares de regulacao mitocondrial
(SCARPULLA, 2008; DOMINY; PUIGSERVER, 2013). Esse gene leva o nome devido a sua fungdo
guando descoberto em mamiferos, porém, nao possui nenhuma relagdao com estrégeno em
insetos, ja que ndo possuem essa via hormonal em sua fisiologia. Nossa atencao foi voltada a
esse gene por sua notavel ligacdo com vias de sensoriamento de nutrientes e metabolismo
oxidativo, assim como sua atuacao no desenvolvimento e proliferacdo celular em larvas. Por
exemplo, experimentos com Drosophila melanogaster demonstraram que mutantes do gene
dERR morrem ainda na fase larval, com baixos niveis de ATP e altos niveis de agUcar circulante
na hemolinfa, sugerindo uma possivel ligacdo entre geracdo de energia celular e metabolismo
de carboidratos (TENNESSEN et.al, 2011). Ainda em D. melanogaster, sugere-se que esse gene
possui uma intima ligacdo com as vias de hipdxia e regulacdo da mesma (LI et al., 2013).
Segundo Santos et al. (2016), a expressao do ortdlogo desse gene é maior em larvas de rainha

de A. mellifera, indicando uma relacdo com a dieta de geleia real, que é mais rica em agucares
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qgue o alimento oferecido as operdrias. Entretanto, ao contrario do esperado, em nossos
resultados notamos que ha uma diminuigdo nos transcritos ERR no grupo de larvas L4 tratado
com HJ no intervalo de tempo mais curto (1 h) como resposta imediata ao tratamento (Fig. 5).
No entanto, em larvas do quinto instar (L5F2) tal somente foi observado a 24 h apds o

tratamento (Fig. 9).

Os genes TFB2 e FoxO foram escolhidos nesse trabalho baseado em estudos anteriores
(WHEELER; et al., 2014; SANTOS et al., 2016) que demonstraram que os mesmos podem estar
relacionados a diferencas entre as duas castas na fase larval, especificamente com o
metabolismo oxidativo e respiracao celular. Segundo Santos et. al. (2016) o gene TFB2 é um
fator de transcricdo que pode ser um regulador da diferenca mitocondrial fenotipica
encontrada em amostras de corpo gorduroso de larvas de rainha e operdria em resposta a
alimentacdo diferencial. No entanto, nao foi possivel observar nenhuma diferenca significativa
nos transcritos deste gene quando relacionado ao tratamento por HJ. Possivelmente, esse
gene tenha um efeito modulatdério citado por Santos, porém esta resposta independe do
efeito hormonal desencadeado por HJ, sendo de fato relacionado as diferentes dietas
oferecidas, uma vez que em nosso experimento as larvas receberam uma dieta padronizada

e em igual quantidade.

Da mesma forma, o gene FoxO também ndo apresentou nenhuma diferenca
significativa na resposta ao HJ nas fases de desenvolvimento estudadas. Entretanto, esse gene
é um importante conector entre a sinalizagdo por HJ e insulina em D. melanogaster, conhecido
também por ser um regulador da expressao dos receptores de insulina, atuando em feedback

negativo. (MIRTH et.al., 2014; PUIG; TJIAN, 2005).

Os genes da via de hipodxia cuja expressdo avaliamos em resposta ao HJ possuem
estreita relagdo com a via de sensoriamento |IS/TOR, assim como com a disponibilidade de
oxigénio no meio e captacdao do mesmo pelas mitocondrias. Segundo Azevedo et al. (2011),
ha uma tendéncia de que, em larvas de operarias em desenvolvimento, os principais genes
envolvidos na via de hipdxia se mantenham em maior atividade quando comparados com
larvas de rainhas. Essa atividade, porém, é percebida a partir do quinto instar larval,

mantendo-se sem diferenca significativa em larvas L4. Os genes homdlogos da via de hipdxia
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SIMA (HIF-a) e FATIGA (PHD) analisados aqui neste trabalho ndo demonstraram diferencas

estatisticas entre os grupos observados experimentalmente em L4.

5.2 Larvas L5F2

Analisamos para esta fase de desenvolvimento os mesmos genes alvo como para L4.
Especificamente no que diz respeito ao gene de resposta imediata ao HJ (Kr-h1) notamos uma
resposta maior e mais constante ao hormonio (Fig 8), demonstrando uma resposta ainda mais

clara da influéncia direta do HJ nos tecidos.

Quanto aos genes de sensoriamento de nutrientes foi possivel observar a diminuicdo
nos transcritos de FoxO no grupo tratado com HJ quando comparado ao grupo NT, no entanto,
essa resposta nao foi observada quando comparado ao grupo ACE que acompanha o perfil de
expressdo génica de HJ (Fig. 10B), evidenciando o efeito de acetona sobre o tratamento.
Semelhantemente, observamos a resposta de TOR no intervalo de 6 horas de tratamento,
onde hd um aumento na expressdo desse gene no grupo tratado, resposta que também é

acompanhada pelo grupo ACE (Fig. 10A).

O gene OPA1, relacionado com a dinamica estrutural das mitocondrias, demonstrou
um aumento no nivel dos transcritos ao intervalo de 6 horas apds o tratamento com HJ (Fig.
9C). J& em respeito ao gene Fisl, foi possivel observar uma expressiva diminuicdo dos
transcritos 24 horas apds o tratamento com HJ (Fig. 9D). Esse gene é caracterizado como um
componente da maquinaria de fissdo na superficie mitocondrial e é sugerido que em
mamiferos o aumento de sua expressao resulta na fragmenta¢ao mitocondrial resultando em
agregados, assim como a sua deplecdo induz a formacdo de extensoes e interconexdes de
tubulos mitocondriais (STOJANOVSKI et al., 2004). A diminuicdo que observamos na expressao
do gene OPA1 em nosso experimento com larvas na fase L5F2 indica que o HJ influencia na
dinamica da morfologia das mitocéndrias, ainda que a resposta ocorra relativamente tardia.
Assim, sugere-se que, ao passo que o gene OPAI1 tem sua expressdao aumentada por HJ, a
tendéncia é que o gene FIS1 diminua em seguida no préximo intervalo de tempo, que

antecede a mudanca de fase larval.
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5.2.1 — Respirometria de alta resolugao

Nossos resultados ndo apontam diferenca estatistica entre os grupos experimentais,
independentemente do tempo da dissecacdo do corpo gorduroso das larvas apds o
tratamento (Figuras 12 e 13). Tal indica que os niveis de respiracdao celular aparentemente
nao sdo diretamente influenciados pelo HJ. Tal resultado é contrario ao de Stepien et. al (1987)
que realizaram administracao de HJ em cultura de células de Drosophila, onde observaram
gue o hormoénio atuava diretamente na atividade respiratéria mitocondrial. Dessa forma,
embora haja evidéncias de que o metabolismo oxidativo de larvas de rainhas seja mais ativo
que o de operdrias nessa fase larval (SANTOS et al.,, 2016), nosso experimento indica que o

HJ ndo é um fator decisivo neste processo de regulacdo metabdlica.

5.2.2 — Microscopia eletronica de transmissao

Ao analisar a ultraestrutura das mitocondrias em glandulas salivares de Drosophila
melanogaster, Farkas e Sut’dkovd (2001) encontraram uma notavel mudanca morfoldgica
apos exposicao ao HJ por 1 hora, semelhante a mudanga encontrada quando as mesmas eram
expostas a drogas desacopladoras de fosforilacdo oxidativa. Essa mudanca ultraestrutural,
também conhecida como turgescéncia, poderia ser um forte indicador do aumento da
capacidade oxidativa da célula. Em larvas de A. mellifera, Santos et. al. (2016) também
notaram diferencas na morfologia das mitocondrias do corpo gorduroso das larvas.
Evidenciaram que algumas das mitocondrias de rainhas se encontravam em formato de calice
e com fendas incomuns a estrutura normal da organela (Fig. 14), condicdo interpretada como

relacionada a situacdes de estresse.

Ao analisarmos as micrografias eletronicas de preparag¢des de corpo gorduroso das
larvas L4 e L5F2 tratadas ou ndo com HJ observamos que apds 1 h do tratamento com HJ a
morfologia das mitocondrias assemelhou-se as encontradas em larvas de rainha (Fig. 15A).
Tal ndo ocorreu com as mitocéndrias do grupo tratado com solvente (Fig. 15B). Desta forma
é possivel concluir que o hormonio teve um efeito desacoplador nas mitocondrias. O que
impressiona é que esse efeito foi observado ja apds pouco tempo (1 h) apds a exposicdo.

Entretanto, essa alteragao morfolégica ndao se transformou em diferengas significativas na
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atividade mitocondrial avaliada nos experimentos de respirometria de alta resolucdo ou de

expressao de genes regulatérios, ambos descritos anteriormente.

De fato, a resposta rdpida na morfologia mitocondrial aparentemente se reverteu logo,
uma vez que aos 6 h apds o tratamento com HJ as mitocondrias ja tinham voltado ao seu
formato normal, sem apresentar fissuras anormais (Fig 16). Como evidenciado anteriormente,
esta é a janela do tempo em que a expressdo do gene OPA1 foi afetado positivamente pelo
HJ, indicando que esse gene possa ter um papel dinamico na regulagdo da morfologia
mitocondrial, especialmente no processo de fusdo interna das membranas. Aparentemente
trata-se de uma resposta muito dinamica, ja que aos 6 h apds o tratamento as mitocéndrias
do grupo tratado com HJ voltaram ao seu formato normal. O gene OPA1 foi identificado como
um protetor da atividade mitocondrial (PATTEN et al., 2014). Atuando sobre a ATP sintase, o
mesmo favorece a oligomeriza¢ao dessa proteina e a reversdo da sua atividade por meio de
altera¢cdes no formato das cristas mitocondriais, assim impedindo a inibicdo da cadeia
respiratéria (QUINTANA-CABRERA et al., 2018). Os nossos resultados da correlagdo temporal
entre a dindmica estrutural das mitocondrias e da expressao do gene OPA1 sugerem que, apos
o efeito desacoplador imediato causado pelo horménio, sdo ativadas vias de reparo e da
regulacdo morfofisiolégica envolvendo OPA1. A resposta imediata ao HJ, assim, tem aspectos
de resposta a um estresse, que garante a volta rapida da organela a sua conformacao natural,
sem alterar as taxas de eficiéncia respiratdria. Em outros termos, hipotetizamos que na
resposta ao HJ, a proteina OPA1 teria a capacidade de manter o gradiente eletroquimico de

prétons balanceado.

57
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anadlises RNA-seq.

6. RESULTADOS

6.1 Qualidade dos dados

Inicialmente, avaliamos a qualidade dos dados de sequenciamento e dos alinhamentos
reads com o genoma de A. mellifera. Obtivemos um bom resultado de sequenciamento (Fig.
17). Este grafico representa o escore Phred, valor de qualidade que é atribuido a cada base
nucleotidica gerada no sequenciamento. O valor da qualidade Q de Phred é definida como
uma propriedade logaritmicamente relacionada com a probabilidade de erro ao nomear uma
base. Desta forma, um escore Phred (q) de numero 30 para uma base, demostra a
probabilidade de erro ao nomear essa base de 1 em 1000, enquanto um escore de nimero 40
demonstra uma probabilidade de erro de 1 em 10.000, base maxima que um sequenciamento
Illumina consegue atingir. Em nossos dados o limiar se encontra por volta de g = 36, indicando

uma possibilidade de erro aproximada de 1 em 4000.

Apds o processamento e remocdao de adaptadores e de extremidades de baixa
qualidade, obtivemos o cdlculo da qualidade do alinhamento das reads para cada amostra

bioldgica:

Tabela 3- Qualidade de alinhamento

Amostra Total de reads Reads pos- Porcentagem de
processamento alinhamento
HI A 12.149.099 11.203.397 88,95 %
Hl B 17.415.384 16.673.112 89,57 %
HJ C 2.007.619 1.893.174 72,56 %
ACA 7.078.142 6.716.803 89,86 %
ACB 10.593.933 10.182.465 91,79 %
ACC 14.462.360 13.849.204 92,68 %
NT A 2.157.606 2.036.189 69,09 %
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% of Reads Exceeding Quality (q)

NTB

2.656.729

2.485.457

70,40 %

NTC

12.041.288

11.324.356

92,61 %

Tabela 3: Qualidade de alinhamento para cada amostra sequenciada. A segunda coluna mostra a
quantidade absoluta de reads obtidas pelo sequenciamento. A terceira coluna apresenta a quantidade de reads
obtidas apds o processamento por Trimming, que remove os adaptadores e sequencias de qualidade baixa.

Finalmente, a Ultima coluna apresenta a porcentagem total de alinhamento a partir das reads processadas.

As porcentagens de alinhamento pds-processamento indicam que o alinhamento foi

efetivo e de alta qualidade.

Figura 17- Qualidade média das reads obtidas pelo sequenciamento.

Group None

!
Fa

Quaty (q)

Filename

ac_a-paired_R1fasgqr
ac_A-paired_R2 famggz
ac_B-pawred_R1iasiggz
ac_B-paired_R2 fasiggz
ac_C-paired_R1iasgqr
ac_C-paired_R2 fasiggz
hj_sA-paired_R1fasg.gz
hj_A-pared_R2 fasiggz
hj_B-pared_R1iasiggz
hj_B-paired_R2fasig.gz
hj_C-paired_R1fasiq.gz
hj_C-pawed_R2 fasiggz
nt_A-paired_R1fasiggz
ni_A-paired _R2 fasig.gz
nt_B-paired _R1fasig.gz
nt_B-pared_R2fasiggz
nt_C-paired _R1fasiq.gz
nt_C-pawed_R2 fasiqgz

Figura 17 — Padrdo de qualidade média do sequenciamento ao nomear cada base, obtido apds o processamento.
O eixo X mostra os thresholds de qualidade (g) e o eixo Y as reads em porcentagem que excedem esse valor de q.

6.2 Analise exploratdria dos dados

Ao confirmar que tanto o sequenciamento quanto o alinhamento obtiveram

resultados de alta qualidade, pudemos dar inicio a analise exploratéria dos dados. O Heatmap
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representando os padrdes gerais de expressao génica das amostras ilustra que as replicatas
do grupo experimental tratado com HJ agrupam bem entre si (Fig. 18). Isso é importante pois
traz uma grande confiabilidade aos nossos dados, evidenciando que o grupo tratado com H)J

se assemelha entre si, enquanto os grupos controle se diferenciam deste.

Figura 18- Heatmap da variancia entre as amostras obtida pelo sequenciamento de RNA de

larva L5F2 apds 6 horas de tratamento com HJ.
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Figura 18 — Heatmap obtido através de célculo de distancia euclidiana n-gene-dimensional das contagens
normalizadas (usando rlog) entre as amostras, calculando o indice de dissimilaridade entre as amostras. Na
diagonal esta a distancia da amostra em relagdo a ela mesma, ou seja, 0 (vermelho escuro). Dessa forma,
conseguimos agrupar clusters afim de iniciar uma analise exploratéria.

Um segundo grafico de Heatmap foi gerado, desta vez contendo os 40 genes com

maior variancia entre os grupos (Fig. 19). Aqui, a comparagdo nao é entre os genes, somente
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entre amostras. E possivel observar que alguns clusters ja s3o formados nesses 40 top genes,

gue serao examinados individualmente.
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Figura 19- Heatmap dos 40 genes com maior varidancia entre os grupos de tratamento. Larvas

L5F2 apos 6 horas de acao do HJ.
T T condition I condition
gene6089|protein_coding|100578816|LOC100578816 2?
4 j

genell1493|protein_coding|410620|LOC410620
gene6467|protein_coding|725967|LOC725967
gened558|protein_coding|552679|LOC552679
gene8519|protein_coding|100577537|LOC100577537
B genel684|protein_coding|724275|LOC724275 0
gene5255|protein_coding|100576253|LOC100576253
gened940|protein_coding|102655889|LOC102655889 I—Z
gene5430|protein_coding|409709|LOC409709
gene5467|protein_coding|113218865|LOC113218865
gene9689|protein_coding|102654184|LOC102654184
gene9693|protein_coding|100192202|Fibroin4
gene9691|protein_coding|100192200|Fibroin2
gene9692|protein_coding|100192201|Fibroin3
gene9690|protein_coding|724771|Fibroinl
gene5829|protein_coding|409801|LOC409801
genell683|protein_coding|725250|LOC725250
genel515|protein_coding|100577577|LOC100577577
gene880|protein_coding|102654781|LOC102654781
gene3878|protein_coding|726855|LOC726855
gene5050|protein_coding|409626|LOC409626
gene6060|protein_coding|551180|LOC551180
gened331|protein_coding|412969|LOC412969
gened953|protein_coding|411978|LOC411978

1 gene7310|protein_coding|107964964|LOC107964964
genel0270|protein_coding|100576248|LOC100576248
gene6969|protein_coding|725838|LOC725838
genel1334|protein_coding|102653832|LOC102653832
genell751|protein_coding|726632|CPF1
gene6617|protein_coding|100576182|LOC100576182
gene6310|protein_coding|100577680|LOC100577680
gene8799|protein_coding|727197|CPR2
gene5964|protein_coding|725019|LOC725019
genel768|protein_coding|410894|LOC410894
gene5904|protein_coding|551524|LOC551524
genelQ777|protein_coding|551327|LOC551327
genell684|protein_coding|113219265|LOC113219265
gene88l|protein_coding|727522|LOC727522
genel0350|protein_coding|726352|LOC726352
gene877|protein_coding|102654405|LOC102654405

nt
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6.3 Andlise de expressao génica diferencial

Como proximo passo, analisamos genes diferencialmente expressos (GDEs) em relagao
ao controle para cada contraste (HJ vs AC, HJ vs NT e AC vs NT). Consideramos os valores
padrdo do software. Genes denominados como up-regulados ou down-regulados eram
definidos segundo os valores log2FoldChange (Log2FC) > 1 ou < -1 respectivamente, e que
tenham valor de significancia p <0,01 ajustado para FDR=0.01. Plotamos trés graficos do tipo
volcano para uma melhor representacdo dos dados (Fig. 20). Nesses, a distribuicdo dos genes
em relacdo aos parametros pré-estabelecidos é representada, com os genes regulados
significativamente na cor vermelha. Quando up-regulados estes se encontram a direita do
plano e quando down-regulados a esquerda. Os pontos na cor preta representam genes que

nao atingiram o valor cut-off adotado.

E importante ressaltar que o gene Kr-h1, de resposta imediata ao HJ, é encontrado
como up-regulado nos dois contrastes onde se comparou o grupo tratado HJ (HJ vs. AC e HJ
vs NT), destacado na cor azul, mas nao foi encontrado no contraste entre os grupos controle
(Fig. 20). Isso corrobora com os dados de RT-qPCR obtidos previamente, indicando que
também nesse experimento o tratamento com HJ foi bem-sucedido. No contraste HJ vs AC
encontramos 165 GDEs, sendo 59 down-regulados e 106 up-regulados. No contraste HJ vs NT
encontramos 249 DEGs, com 160 down-regulados e 89 up-regulados. Finalmente, nos
contrastes entre os grupos controle AC vs NT, encontramos apenas 27 GDEs, sendo todos

regulados negativamente pela aplicacdo do solvente acetona (Fig. 20C).
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-log10(Adjusted p-value)

Figura 20- Genes diferencialmente expressos entre contrastes dos grupos experimentais.
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Figura 20 — Volcano plot de cada contraste dos grupos experimentais sequenciados, sendo larvas L5F2 apds 6
horas de tratamento com HJ em comparagdo com os grupos controle (solvente acetona e ndo tratado). (A) GDEs
observados no contraste HJ x AC; (B) GDEs observados no contraste HJ x NT; (C) GDEs observados no contraste
AC x NT. O eixo X representa o log2FC e o eixo y o -log10 do valor p ajustado. Os pontos pretos representam
genes que nao atingiram os thresholds estipulados, e assim sdo considerados como nado diferencialmente
expressos, enquanto os vermelhos sdo aqueles que atingiram os thresholds, representando DEGs em relagdo aos
controles. Genes up-regulados sdo localizados ao lado positivo do plano e down-regulados no lado negativo do
plano. Em azul estd destacado o gene Kr-h1.

Para investigar GDEs mais a fundo e evitar eventuais falsos positivos, aumentamos
ainda mais o threshold cut-off do log2FC de |1]| para |1.5|, sem alterar o valor do p ajustado,
assim garantindo a acuracia e ao mesmo tempo aumentar a estringéncia para DEGs. O
diagrama de Venn (Fig. 21) mostra que ha 336 ocorréncias de expressao significativa na soma

de todos os contrastes. Dessas, 68 genes sdo compartilhados entre os contrastes HJ vs AC e
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HJ vs NT. E interessante observar que a intersecdo entre todos os 3 contrastes, n3o contém
nenhum gene compartilhado, indicando que nenhum dos DEGs com log2FC >|1.5] sofria da

influéncia do solvente, e que o resultado era apenas do efeito de HJ propriamente dito.

Figura 21- Diagrama de Venn dos contrastes.

68
40 13

Figura 21: Diagrama de Venn representando DEGs em cada contraste e os genes compartilhados entre os
contrastes nas suas respectivas intersecgdes.

Consideraremos, entdo, os 68 genes compartilhados dos contrates do tratamento HJ
em relagdo aos grupos controle como os genes de maior interesse para analise mais
aprofundada. Separaremos esses genes em duas listas, uma contendo 41 alvos ja anotados no
genoma (Tabela 4) e outra com 27 genes ainda ndo caracterizados ou que ndo sdo
codificadores de proteina (Tabela 5). Nessas tabelas, os genes com Log2FC positivo (up-

regulados) estao discriminados na cor azul e os genes regulados negativamente, em vermelho.
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Tabela 4- Lista de GDEs representando genes com genomicamente bem anotados.

log2FoldChange

Nome Gene Symbol
HJ vs AC HJ vs NT
methyl farnesoate epoxidase (CYP) LOC551179 1.763 1.523
leucine-rich repeat-containing protein 58 LOC411291 1.549 1.56
protein trapped in endoderm-1 LOC725008 1.977 1.563
progestin and adipoQ receptor family member 3 LOC408805 1.548 1.57
probable serine/threonine-protein kinase LOC726914 1.714 1.585
protein couch potato LOC408915 1.979 1.717
eyegone Eyg 1.835 1.738
juvenile hormone acid O-methyltransferase LOC724216 2.246 1.758
tubulin alpha chain LOC410614 2.454 1.792
tetraspanin-9 LOC410821 2.107 1.793
mitochondrial amidoxime-reducing component 1 LOC100577026 2099 1.873
CCAAT/enhancer-binding protein LOC411207 2.65 2.124
RIB43A-like with coiled-coils protein 1 LOC724507 2.243 2.181
bifunctional purine biosynthesis protein PURH LOC412467 1.754 2.187
synaptic vesicle glycoprotein 2B LOC412941 1.972 2.228
phosphoenolpyruvate carboxykinase LOC412843 2.114 2.239
4-coumarate--CoA ligase 1 LOC726040 2.509 2.246
protein lethal(2)essential for life LOC412197 2.664 2.395
kruppel homolog 1 Kr-h1 2.521 2411
protein sprint LOC727000 2.387 2.436
yellow-y Y-y 2.535 2.546
protein mesh LOC725498 2.111 2.874
zinc finger protein 628-like LOC102654975 4.808 3.145
heat shock protein Hsp70Ab-like LOC410620 3.29 3.156
cytochrome P450 4c3 LOC410620 4,103 3.823
zinc finger protein chinmo LOC551086 2.841 3.851
D-3-Phosphoglycerate dehydrogenase LOC725967 3.785 4.412
cuticular protein CPF1 CPF1 -5.02 -6.262
cuticular protein 16 CPR16 -5.919 -6.171
extensin LOC725547 -4.343 -5.076
PI-PLC X domain-containing protein 1-like LOC101664701 -4.133 -4.306
NGFI-A-binding protein homolog LOC552530 -2.122 -2.951
protein drumstick LOC724961 -2.289 -2.705
toll-like receptor Tollo LOC410231 -2.066 -2.437
mucin-5AC LOC551920 -2.39 -2.235
nose resistant to fluoxetine protein 6 LOC410976 -2.304 -2.021
clavesin-2 LOC552447 -1.539 -1.789
ABC transporter G family member 20 LOC724865 -1.734 -1.777
protein Skeletor, isoforms B/C LOC100577783 -1.88 -1.774
microtubule-associated protein 2 LOC409539 -1.755 -1.626

66




obscurin

LOCA08830

-1.898

-1.595

Tabela 5- Lista de GDEs genomicamente nao caracterizados como codificadores de proteina.

Gene Symbol log2FoldChange TIPO GENEID | BeeBase
HJ vs AC HJ vs NT
LOC408463 1.766 1.757 protein coding 408463 GB54151
LOC411888 1.677 1.764 protein coding 411888 GB43983
Mir3759 2.284 1.92 ncRNA 100629078
LOC552101 1.984 1.927 protein coding 552101 GB55356
LOC100577237 2.838 1.935 protein coding 100577237 | GB44697
LOC113219378 1.853 1.951 rRNA
LOC100576880 1.704 1.989 ncRNA 100576880 GB41833
LOC100578444 2.287 2.301 ncRNA 100578444 -
LOC100578666 2.567 2414 protein coding 100578666 -
LOC102655088 1.518 5417 ncRNA 102655088 -
LOC408874 2.436 2.612 protein coding 408874 GB53562
LOC100577537 4.284 2.935 protein coding 100577537 GB46629
LOC100577043 3.279 2.969 protein coding 100577043 GB49262
LOC113219382 2.763 8257 rRNA 113219382 -
LOC551089 4.954 3.759 protein coding 551089 GB48173
LOC724275 6.795 4,981 protein coding 724275 GB43418
LOC100576529 5.487 5.365 protein coding 100576529 GB50066
LOC725164 -3.796 -4.113 protein coding 725164 GB50828
LOC100577680 -3.715 -4.093 protein coding 100577680 | GB51419
LOC725273 -2.246 -3.262 protein coding 725273 GB49260
LOC100579026 -2.443 -2.649 protein coding 100579026 -
LOC413427 -1.976 -2.427 protein coding 413427 GB43145
LOC413369 -2.12 -1.981 protein coding 413369 GB40203
LOC724385 LB L protein coding 724385 | GB52321
LOC409759 -1.796 -1.778 protein coding 409759 GB43123
LOC551170 -1.732 -1.599 protein coding 551170 GB55781
LOC725964 -1.637 -1.519 protein coding 725964 GB52144
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http://hymenopteragenome.org/cgi-bin/gb2/gbrowse/bee_genome45/?name=GB52321
http://hymenopteragenome.org/cgi-bin/gb2/gbrowse/bee_genome45/?name=GB43123
http://hymenopteragenome.org/cgi-bin/gb2/gbrowse/bee_genome45/?name=GB55781
http://hymenopteragenome.org/cgi-bin/gb2/gbrowse/bee_genome45/?name=GB52144

7. DISCUSSAO

7.1 Perfis de expressao génica

A partir das listas obtidas, voltamos a atengao para cada GDE individualmente, afim de
encontrar alguma possivel ligacdo entre o tratamento com HJ e sua possivel influéncia no
metabolismo da larva. Para tal utilizamos os bancos de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and genomes) e os termos de Gene Onthology (GO) da plataforma UniProt. Desta forma
foi possivel separar os genes em grupos de funcionalidade para interpretacao geral dos perfis

de expressao.

7.1.2 Biossintese de HJ
Entre os GDEs, trés possuem relacdo muito estreita com o HJ. Além do jd mencionado

Kr-h1, que valida nosso tratamento como gene de resposta imediata, também encontramos
os genes methyl farnesoate epoxidase (MFE) e juvenile hormone O-metiltransferase (JHAMT),
genes que codificam enzimas envolvidas na biossintese do HJ (Fig. 22). Essas enzimas atuam
em substratos precursores imediatos do HJ, essenciais na producdo do mesmo nos corpora
allata (GOODMAN; CUSSON, 2012). Nossos resultados mostram que os trés genes estdo up-
regulados, indicando uma possivel retroalimentagdo da via biossintética a partir da presenga

de HJ nessa fase larval.

Figura 22- Representacao esquematica da biossintese de HJ em insetos.

FDH FaDH Acido JHAMT Metil MFE

Farneso| ———— Farnesal —————

P R
Farnesoico Farnesoato

Figura 22: A via de biossintese de HJ. Este esquema representa apenas o ramo especifico da biosintese de HJ. Na
cor vermelha estdo representadas as enzimas envolvidas no processo com as suas abreviagdes: FDH, farnesol
desidrogenase; FaDH, farnesal desidrogenase; JHAMT, hormonio juvenil metil transferase; MFE, metil farnesoato
epoxidase.

Apesar do fato de os corpora allata serem o tecido exclusivo da biossintese completo
de HJ (GOODMAN; CUSSON, 2012), pela restricdo exclusiva da expressdo de genes como o
codificador da HJ epoxidase, ultimo passo na biossintese, inclusive em abelhas (BOMTORIN et

al., 2014), é interessante notar que alguns dos genes da biossintese de HJ estejam regulados
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em resposta ao HJ também no corpo gorduroso. Ha duas hipdteses possiveis, que estes genes
estejam envolvidos em outras vias de sintese de derivados de farnesol, ou que produzem e
secretam para hemolinfa precursores da biossintese de HJ que possam ser disponibilizadas

para uso nos corpora allata.

7.1.3 Genes codificadores de enzimas

Entre os genes elencados na lista, ha varios codificando enzimas tais como: Probable
serine/threonine-protein kinase, phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK), 4-coumarat-
CoA ligasel (4CL1), cytochrome P450 4c3 (CYP4c3) e D-3-phosphoglycerate dehydrogenase

(3PGDH), onde apenas o ultimo é regulado negativamente.

O gene Probable serine/threonine-protein kinase é ortélogo do gene Sox 14 em D.
melanogaster, onde desempenha papel importante na muda e metamorfose. Tem uma intima
relacdo com 20-hidroxiecdisona (20E), hormonio que atua dinamicamente com o HJ regulando
os processos de muda. O gene Sox 14 é necessario na producdo adequada do 20E e na resposta
transcricional e desse horménio (RITTER; BECKSTEAD, 2010). A up-regulagéo desse gene é
especificamente importante no Uultimo estdgio larval, na preparacdo para a fase
prepupal/pupal, onde em condi¢Bes normais a producdo de HJ nos CA cessa e, na auséncia de

HJ, ecdisona comecga a desempenhar a fungdo metamorfica (RIDDIFORD, 1994).

O gene PEPCK codifica uma enzima muito importante nas vias de sensoriamento de
nutrientes. Esta enzima é uma das principais atuantes no processo de gliconeogénese,
regulado por FoxO. Em mamiferos, PEPCK catalisa a formacao de fosfoenolpiruvato momentos
antes da liberacdo de glicose no sangue (Para revisdo, ver GROSS et. al, 2009). Experimentos
em Drosophila sugerem que administracdo exdgena de JH-IIl pode induzir a expressdo da

PEPCK (BECKSTEAD; LAM; THUMMEL, 2007).

Semelhantemente, o gene 4CL1, com pouca literatura disponivel para funcdes em
animais, provavelmente possui relacdo com as vias que regulam FoxO e o metabolismo,

segundo a base de dados KEGG.

O gene 3PGDH codifica uma enzima que atua na oxidagao reversivel no primeiro passo

da via de biossintese de L-serina a partir de D-3-fosfoglicerato. Este aminoacido é importante
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pois é o precursor de um grande numero de metabdlitos celulares essenciais, e a deficiéncia
em 3PGDH pode levar a sérios defeitos metabdlicos no sistema nervoso (GRANT, 2018).

Curiosamente, esse é o Unico gene do grupo de enzimas que se encontra down-regulado.

O gene CYP4c3 codifica uma enzima citocromo P450. Os P450s sao uma superfamilia
de enzimas heme-tiolato com ampla variedade de fungdes em insetos, desde o metabolismo
de compostos quimicos até sintese e degradacdo de horménios e ecdisteroides (FEYEREISEN,
1999). Esses processos bioquimicos garantem caracteristicas essenciais, como por exemplo
resisténcia a inseticidas (LIEN et al., 2019), habilidade de degradar e sintetizar sinais quimicos
como feromonios e hidrocarbonos cuticulares (MACLEAN et. al., 2018; WOJTASEK e LEAL,
1999). Em A. mellifera, as enzimas P450 foram associadas com detoxificagao de toxinas (NIU

et al., 2011) e sintese de feromdnios nas glandulas mandibulares (WU et. al, 2017).

7.1.4 Componentes de membrana

Segundo os dados obtidos nos termos de GO, encontramos 4 genes relacionados com
a composicdo estrutural da membrana. Esses sdo: Protein Trapped in endoderm-1 (Tre-1),
mitochondrial amidoxime-reducing component 1 (mARC1), CCAAT/enhancer-binding protein

(C/EBP1) e mucin-5AC.

O gene Trel é relacionado com processos de migracao e morte celular programada em
células germinativas de Drosophila. Segundo Kunwar e colaboradores (2003), Trel codificaria
um receptor de proteina G com uma fungao ativa nos passos iniciais de migracao celular
transepitelial. Esses processos sdao componentes essenciais em fases de desenvolvimento
embrionario e larval (COFFMAN et al., 2002; KUNWAR et al., 2003). O fato deste gene se
encontrar up-regulado por HJ em larvas de A. mellifera nesta fase de desenvolvimento pode
ser importante pois é neste momento que se encontrou a presenga de morte celular
programada em ovdrios de operdrias (HARTFELDER; STEINBRUCK, 1997; CAPELLA;
HARTFELDER, 1998). Embora este ndo seja o tecido alvo do estudo, o corpo gorduroso é o

centro metabdlico das larvas.

O gene MARC codifica para uma enzima de molibdénio em mamiferos que tem sua
principal funcdo no metabolismo de n-reducdo de substancias e acidos hidroaxamicos (GINSEL

et al., 2018). Em pacientes é sugerido como fator protetivo de doengas de figado (EMDIN et
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al., 2019) e é descrito também como uma proteina da membrana externa das mitocéndrias
em humanos (KLEIN et al., 2012). E interessante observar a aparéncia deste gene como GDE
em nossas amostras, primeiramente por se tratar de um tecido envolvido com o metabolismo
central das larvas. Talvez neste momento, a expressao regulada positivamente deste gene seja
um indicio da tentativa de metabolizar o excesso de HJ presente no organismo ou dos
produtos secundarios produzidos a partir de sua a¢do nos tecidos. Também podemos
hipotetizar que sua acdo como proteina de membrana mitocondrial tenha relacdo com a
regulacdo subcelular destas organelas, que inicialmente chamaram a aten¢dao do nosso

projeto.

O gene C/EBP1 codifica uma proteina de uma familia de fatores de transcricdo
altamente conservados, envolvidos na dimerizacao e ligacdo a DNA, podendo também ser
reguladores de diferenciagdo celular, crescimento, sobrevivéncia e inflamagao (MILLER et. al.,
2003), com acodes centrais também no metabolismo e regulacdo no metabolismo energético
(RAMIJI; FOKA, 2002). Interessantemente, ratos com deficiéncia de C/EBPa, proteina da
mesma familia, morrem logo apds o nascimento devido a reducdo da expressao de sintese de
glicogénio e a diminuicdo dos niveis de enzimas de gliconeogénese, como por exemplo o ja
mencionado PEPCK (WANG et al., 1995). Em nossas amostras, o gene C/EBP1 encontra-se com
sua expressao regulada positivamente, o que é interessante considerando a sua possivel
relagdo com a enzima PEPCK (também positiva) em um momento onde o metabolismo da

larva esta mais ativo.

Desse grupo, o Unico gene regulado negativamente é o mucin-5AC, que codifica
glicoproteinas de mucina, importantes na formacdao de muco (VOYNOW; RUBIN, 2009). O que
chama atencao nesse gene, no entanto, é sua relagao préxima com a via de sinalizacdo EGFR,
jd& mencionado na Introducdo nesta dissertacdo. Em humanos, estudos com sistema
respiratorio, principalmente com doencas de pulm3o e vias aéreas, sugerem que estimulos
variados ativam a via EGFR que, por sua vez, regula a expressao positiva de mucin-5AC e a
producdo de muco. O fato deste gene se encontrar menos expresso em nossos dados é
importante pois corrobora com dados anteriores de nosso grupo que indicam que EGFR é
menos expresso em larvas de rainha (HARTFELDER et al., 2015). Neste caso, sendo parte de
uma via dependente de EGFR, faz sentido que mucin-5AC seja menos expresso também em

larvas tratadas com HJ uma vez que o horménio estimularia a formacdo de larvas de rainha.
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7.1.5 Genes relacionados com a liga¢ao de acidos nucleicos

A partir dos dados Gene Ontology agrupamos os genes que foram identificados com
termos relacionados a ligacdo de acidos nucleicos, seja DNA, RNA, ou acidos nucleicos em
geral. Nestes temos os genes Protein couch-potato (CPO), RIB43A-like with coiled-coils protein
1, protein sprint e o Toll-like receptor (Tollo). Dos quatro genes, apenas Tollo possui o Log2FC

negativo.

O gene CPO foi descrito com este nome pois sua auséncia em Drosophila causa
hipoatividade em adultos. Possivelmente, essa relacdo se da por conta de sua acdo em
precursores de neurdnios e suas células filhas no sistema nervoso periférico embriondrio
(BELLEN et al., 1992). Essa proteina de ligacdo de RNA também atua em situa¢des de mudanca
climdtica e, consequentemente, diapausa reprodutiva (SCHMIDT et al., 2008; BEHRMAN,
KAWECKI e SCHMIDT, 2018).

Embora tenha sido agrupado pelo termo de GO na categoria de genes de ligacdo de
acidos nucleicos, para o gene RIB43A-like with coiled-coils protein 1 ndao se encontra
informacgdes o suficiente na literatura para uma descri¢cao detalhada e uma possivel relacao

com o objeto de nosso estudo.

O gene sprint foi identificado em Drosophila como um homologo de proteina RIN1,
capaz de se ligar e inibir a ativacdao de via RAS. A GTPase-Ras é fundamental na regulacdo de

crescimento e diferenciacdo em larvas de Drosophila (SZABO; JEKELY; R@RTH, 2001).

A familia de receptores Toll-like é envolvida com reconhecimento de patdgenos pelo
sistema imune, ndo apenas ativando o sistema inato, mas também atua no desenvolvimento
de imunidade adquirida antigeno-especifico (BARTON e MEDZHITOV, 2003; AKIRA e TAKEDA,
2004). A proteina Tollo, por sua vez, foi estudada em Drosophila e mostra uma relagdo com a
expressao de glicanos, e é encontrada expressa por células ectodermais que circundam

neurdnios em diferenciacdo (SEPPO et al., 2003).

7.1.6 Genes relacionados com proteinas cuticulares
O gene Cuticular protein CPF1, descrito em Anopheles gambiae, é uma proteina

cuticular presente em muitos insetos, estando também expresso em abelhas meliferas.
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Sugere-se que esta proteina seja um dos principais componentes da camada externa da
cuticula pupal ou da cuticula adulta-farata, imediatamente antes de um adulto emergir
(TOGAWA et al., 2007). Interessantemente, em nossos dados esse gene se encontra regulado
negativamente de forma muito expressiva, corroborando com o fato de o HJ ser um repressor
universal da metamorfose (JINDRA; PALLI; RIDDIFORD, 2013). Semelhantemente, o gene
cuticular Protein 16 também se encontra regulado negativamente apds a administragao de HJ,
indicando que a administracdo de HJ exdgeno estaria reprimindo a expressdo de proteinas
cuticulares nas larvas L5F2, possivelmente através da dinamica regulatdria de 20E (APPLE;

FRISTROM, 1991).

7.1.7 Genes tipo Zinc-finger

Proteinas Zinc-finger sdo um grupo de proteinas muito abundantes nos genomas de
eucariotos. Dentre o diverso leque de func¢Ges inclui-se reconhecimento de DNA, ativacdo
transcricional, regulacdo de apoptose, ligacdo de lipidio entre outros (LAITY; LEE; WRIGHT,
2001).

Associada ao desenvolvimento pds-embrionario do intestino, a proteina Drumstick é um
fator de transcri¢do putativo do tipo Zinc-finger (GREEN et al., 2002). Sua expressdo estd
relacionada ao alongamento de regides do intestino bem como a orientagao celular (GREEN
et al., 2002). No contexto de diferenciacdo de castas a sua funcdo ainda é desconhecida e em
nosso experimento o HJ reprimiu a expressao deste gene. Assim, hipotetizamos que o mesmo
possua funcdes relacionadas ao desenvolvimento do intestino de operarias, o qual deve ser,
na metamorfose, apropriado para habitos alimentares e comportamentais da vida adulta.
Entretanto, para o gene zinc finger protein 628-like ha poucas informacdes disponiveis, e sua

funcdo ainda é incerta.

O gene Chinmo (Chronologically inappropriate morphogenesis), codificador da proteina
tipo BTB Zinc-finger, possui relagdo com linhagens neuronais em Drosophila, e sua expressao
pode ter relagcdo com a identidade temporal neuronal no desenvolvimento pds-embridnico do
cérebro (ZHU et al., 2006). O que chama atencdo na expressao desse gene em NnOSSOS
resultados é a sua relacdo também com o horménio ecdisona (MARCHETTI; TAVOSANIS,

2017). O gene chimno atua upstream da sinalizacao de ecdisona para promover o destino das
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linhagens neuronais, regulando a expressdao de determinados variantes de receptores do
hormonio. Ainda que o tecido estudado ndo seja nervoso, sua expressao positiva em nossos
resultados se mostra interessante por considerar que, ao se aproximar da fase pupal, o
ecdisona tera seus titulos elevados na larva para se preparar para a muda (RACHINSKY et al.,

1990).

O gene NGFI-A (Também chamado de Egr-1), um fator de transcricdo tipo zinc-finger,
pode ser estimulado por diferentes fatores, como fatores de crescimento, e desempenha um
importante papel na diferenciacdo celular (GASHLER; SUKHATME, 1995). Sua funcdo pode
estar relacionada com morte celular programada e com outros eventos relacionados a cancer

(SVAREN et al., 1996).

7.1.8 Genes relacionados ao desenvolvimento e fung¢ao do intestino

O gene mesh, cuja expressao é maior em larvas tratadas com HJ, codifica uma proteina
relacionada a adesdo celular, e sua localizacdo celular esta restrita a membrana plasmatica.
Essa proteina auxilia na criacao de poros entre células do epitélio de invertebrados, facilitando
a difusdo de solutos entre células conectadas (IZUMI; YANAGIHASHI; FURUSE, 2012). Além
disso, possui importante papel no desenvolvimento correto do intestino e dos tibubos de
Malpighi, dois tecidos ligados a absorcao e excregao, respectivamente, de compostos em
insetos (IZUMI; YANAGIHASHI; FURUSE, 2012; IZUMI et al., 2016). Sua funcao em A. mellifera
ainda nao é conhecida, porém, genes relacionados a processos de adesao celulares ja foram
previamente observados como sendo diferencialmente expressos ao se comparar larvas de
rainhas e operarias (SANTOS; HARTFELDER, 2015). Ao consultar as bases de dados em termos
de GO, essa proteina é relacionada com comportamento de cépula dos machos e biossintese
de melanina. Assim, é possivel que o HJ induza nas larvas de rainha a expressao dessa proteina

para aumentar a eficiéncia na troca de nutrientes/excretas com o meio ambiente.

Uma outra proteina encontrada altamente expressa no intestino de vdrios
invertebrados e encontrada em nossa lista de GDEs é o nose resistant to fluoxetine protein 6
(NRF-6) (CHOY; THOMAS, 1999). Esse gene, codificador de uma proteina transmembrana
funcionalmente associada a processos de absorcao e excrecdo, é mais expressa em larvas de

machos quando comparado a larvas de operarias do mesmo estagio de desenvolvimento na
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mamangava Bombus terrestris (HARRISON; HAMMOND; MALLON, 2015) e em operarias

adultas de A. mellifera predispostas ao forrageamento (CARDOEN et al., 2011).

7.1.9 Genes relacionados ao complexo de Golgi

O gene PAQR3 (progestin and adipoQ receptor Family member 3) é um membro da
superfamilia de receptores progestina e adipoQ e codifica uma proteina de membrana
ancorada no complexo de Golgi contendo sete hélices transmembranas (FENG et al., 2007).
Estudos sugerem que este gene pode estar envolvido com o controle de crescimento e
proliferacdo celular através da regulacdo pela via EGFR (CAO et al., 2019) e também pode ter
relacdo com a fosforilagdo de FoxO1 (CHEN et al., 2019). Ambas vias podem estar sofrendo

modulacdo a partir desse gene, ja que o HJ estimulou a sua expressao.

Encontrada em vesiculas do endossomo e no complexo de Golgi (KATOH et al., 2009), a
proteina clavesin-2 é uma ligadora de lipidios, recentemente encontrada como altamente
correlacionada com atividade de forrageamento de abelhas (MA; RANGEL; GROZINGER,
2019).

7.1.10 Genes associados com microtubulos

Proteinas associadas a microtibulos como a MAP2 fazem parte de uma familia de
proteinas. Associadas aos microtubulos, suas fun¢des variam, mas empenham um papel
critico dentro das células, como na organizacdo do fuso mitético, por exemplo (GOODSON;
JONASSON, 2018). O gene MAP2 vém sendo associado com doencas neuronais por ser um
estabilizador dos microtubulos localizados em ax6nios e dendritos que desempenham um
papel importante na organizacdo estrutural das células nervosas (GOODSON; JONASSON,
2018). Da mesma forma, estudos indicam que a regulacdo negativa da MAP2 inibe
significativamente a viabilidade e migracdo celular e pode induzir apoptose em tecido nervoso

humano (YANG; XU; ZHENG, 2019).

A proteina Skeletor é associada com a ligacdo com cromossomos na interfase e define
uma estrutura fusiforme que ird fornecer o suporte que estabiliza os microtubulos (WALKER

et al., 2000). Segundo estes autores, a caracterizagdo da proteina Skeletor representa a
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primeira evidencia molecular da existéncia de um fuso pré-mitético dentro do nucleo, antes
da formacgdao do fuso propriamente dito por microtubulos. Em insetos, essa proteina é
encontrada em espermatdcitos, associada com a formacdo do fuso e com microtubulos

(FABIAN et al., 2007).

A familia de genes codificadores de tubulina é dividida em trés subfamilias altamente
conservadas: alfa-, beta- e gama-tubulina, cada um definido por sequéncia conservada e com
grande distribuicao entre os eucariotos (KEELING; DOOLITTLE, 1996). Das trés variantes, alfa
e beta-tubulinas sdo os mais abundantes nas células eucarioticas. Hetorodimeros dessas duas
proteinas sdo os constituintes primdrios dos microtibulos, que compdem cilios, flagelos,
citoesqueleto e fuso mitético (KEELING; DOOLITTLE, 1996). O gene tubulin alpha chain,
encontrado como GDE, especificamente, no entanto, ndao possui muitas informagdes na

literatura. Nos bancos de dados, apresenta nos termos de GO func¢ao de metil transferase.

Em nossos dados, os genes MAP2 e Skeletor estao regulados negativamente, enquanto
Tubulin-alpha chain encontra-se mais expresso na presenca de HJ. Possivelmente, ha uma
relacdo com a dinamica da formacao do fuso mitético. Nao é possivel dizer, no entanto, se o
HJ inibe ou estimula a produ¢do do mesmo, mas ha uma sugestiva dindmica entre as vias em

gue o hormoénio atua em relagdo a essas proteinas.

7.1.11 Outros genes com fung¢des conhecidas

Um dos DEGs foi o yellow-y, um membro da familia de genes yellow que se encontra
amplamente disperso em artrépodos (DRAPEAU et al., 2006). Mutantes da mosca Drosophila
para esse gene apresentam fendtipo amarelado e com baixo sucesso reprodutivo no caso dos
machos, uma vez que possuem dificuldades em agarrar as fémeas durante a cépula (MASSEY
etal., 2019). Interessantemente, no género Apis a familia Yellow sofreu multiplas duplicacdes
génicas, contendo inclusive o cluster das Major Royal Jelly Proteins (MRJPs) (DRAPEAU et al.,
2006), principais componentes proteicos da geleia real. Ainda com papel bastante controverso
(MALESZKA, 2018), as MRIPs parecem desempenhar papéis criticos durante o
desenvolvimento larval de abelhas meliferas. Por exemplo, inicialmente foi demonstrado que
a MRIJP1 induzia a diferenciagdo de rainhas pela via de EGFR, um mecanismo que em partes

era dependente da metilacdo diferencial desse gene (KAMAKURA, 2011). No entanto, esses
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dados ndo foram reproduzidos por outros pesquisadores, os quais demostraram depois que a
MRJP1 além de ndo ativar a via EGFR, sua fun¢do primdria provavelmente é a de criar uma
malha proteica que prenda as larvas de rainhas a geleia real uma vez que a orientacao das
realeiras é na vertical, apontado para baixo (BUTTSTEDT et al., 2016, 2018). Ainda foi
demonstrado que o gene EGFR ndao é metilado, contradizendo novamente os resultados
apresentados por Kamakura (2011) (KUCHARSKI; FORET; MALESZKA, 2015). Recentemente foi
demonstrado que a MRJP3 é uma proteina ligadora de RNAs (MAORI et al., 2019), sugerindo
assim um papel regulatério nos transcritos presentes na geleia real que atuam no
desenvolvimento de rainhas (ZHU et al., 2017b). Assim, consideramos que o gene yellow-y,
cuja expressao é aumentada apds o tratamento com HJ e faz parte da familia génica que inclui
as MRJP, merece atengdo em trabalhos futuros, considerando que o yellow-y foi o Unico dessa

familia que se apresentou como diretamente regulado pro HJ.

O gene eyegone (eyg) esta amplamente relacionado com o desenvolvimento e formacao
do olho através da regulacdo do gene Paired Box 6 (Pax6), um fator de transcri¢cao altamente
conservado que atua ndo so no olho mas na formacao adequada de toda a cabeca do individuo
adulto e também do sistema nervoso central em Drosophila (ZHU et al., 2017). Estudos
indicam que Eyg esta envolvido nao somente na formagdo prépria do olho, mas também na
segmentacdo do térax, sendo expresso na parte anterior do mesotdérax (ALDAZ; MORATA,
AZPIAZU, 2003). Esse gene, tdo importante no desenvolvimento apropriado, encontra-se
regulado negativamente em nossos resultados. Em trabalho anterior do nosso grupo (MARCO
ANTONIO; HARTFELDER, 2017) investigamos a expressdo diferencial de genes relacionados a
formacdo do olho em A. mellifera, uma vez que os mesmos apresentam grande diferenca

entre os sexos e castas.

O gene tetraspanin 9 codifica uma proteina membro da familia TSPAN, ja demonstrado
como envolvido na agregacdo de plaquetas e infec¢Ges virais (HAINING et al., 2017). Estudos
sugerem, também, que esse gene pode atuar no nivel de secrecdo de proteinas associados
com metastase tumoral e inibir a proliferacdo, migracdo e invasao celular em tecido gastrico

humano (LI et al., 2016).

As Heatshock proteins (Hsps) sdo chaperonas moleculares com variadas fungdes. Estdo

relacionadas com condi¢Ges de stress e mudancas de temperatura (SCHLESINGER, 1990),
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prevenindo alteracdes na estrutura funcional de proteinas susceptiveis nestas condi¢cdes. Em
insetos, as Hsps também estdo relacionadas com a diapausa, e situagdes estressoras como
calor, frio, anoxia e superpopulacdo estimulam a sintese dessas proteinas (KING; MACRAE,
2015). E possivel que o HJ exdgeno esteja causando uma situagdo sistémica de stress nas larvas

e, dessa maneira, aumentando a expressao desse gene.

Encontramos também o gene protein lethal(2)essential for life como diferencialmente
expressa em nossas bibliotecas de RNA-seq. A respectiva proteina é uma chaperona altamente
expressa ubiquitamente durante a embriogénese de D. melanogaster, e o seu knockout é letal
(KURZIK-DUMKE; LOHMANN, 1995). Seu papel esta relacionado ao enovelamento correto de
proteinas em Drosophila. Em A. mellifera, esta proteina ja foi observada por ser um fator
relacionado ao crescimento no desenvolvimento pds-embriondrio das larvas (FENG; FANG; LI,
2009; YANG; YANG; WANG, 2017). Sua expressao elevada em larvas tratadas com HJ concorda
com a hipdtese que ela estaria relacionada as elevadas taxas de metabolismo nas larvas de
rainhas quando comparadas com larvas de operdrias (SANTOS; ALBERICI; HARTFELDER,
2016b), o que auxiliaria na expansdo da capacidade de sintese proteica. Ainda, a maior
expressao desta proteina estaria associada a maior longevidade das operdrias de inverno

(SEEHUUS et al., 2013), as quais sobrevivem durante todo o inverno sem hibernarem.

O gene Obscurin (Unc-89 em Drosophila) codifica uma proteina modular grande nos
musculos de Drosophila. A proteina é relacionada com o bom funcionamento de musculos e,
sobretudo, nos musculos indiretos de voo (KATZEMICH et al., 2015). Uma isoforma dessa
proteina foi encontrada em larvas da mosca, no entanto, o seu silenciamento n3ao causou

nenhum efeito no desenvolvimento (KATZEMICH et al., 2012).

7.1.12 Genes com pouca informagao disponivel

Para alguns genes listados na Tabela 4, embora caracterizados e com nome, ha pouca
informacdo disponivel na literatura, e para diversos ha informacbes até contrastantes por
conta de siglas que sdo adotadas e que ndo eram padronizadas. Dessa lista, podemos destacar

os genes synaptic vesicle glycoprotein 2B e PI-PLC X domain-containing protein 1-like

Ja os genes codificadores com denominagbes Leucine-rich repeats representam

dominios de ligantes proteicos. Sao versateis e encontradas em um grande numero de
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proteinas com diversas func¢des, incluindo imunidade inata e desenvolvimento do sistema
nervoso (DOLAN et al., 2007). No entanto, para o gene leucine-rich repeat-containing protein

58 especificamente ndo encontramos informacgdes o suficiente na literatura.

A proteina bifunctional purine biosynthesis protein PURH estd relacionada ao
metabolismo de purinas em humanos (CHEONG et al., 2004). Com poucos dados na literatura
que possam fornecer pistas sobre seu papel na determinacdo de castas de A. mellifera,
especulamos que esse gene possa ser importante durante as divisdes celulares no corpo
gorduroso, que devem ser mais intensificadas nas rainhas, evidenciado pelo seu tamanho

corporal e desenvolvimento mais rdpido que das operdrias.

Os transportadores ABC sdo proteinas associadas a membrana, relacionados com a
ligacdo de ATP e mediacdo atividades de efluxo. Essas proteinas podem também estar
associadas com a regulacdo de células tronco e desempenhar um papel importante na
hematopoiese (BUNTING, 2002). O gene ABCG20, no entanto, ndo possui uma caracterizacdo

suficiente para que possamos relaciona-lo com o desenvolvimento das larvas de A. mellifera.

7.1.13 Genes nao caracterizados
Na Tabela 5 listamos 27 genes, dos quais 17 estdo regulados positivamente e 10
negativamente. No entanto, esses genes ainda ndo foram caracterizados e ficam sem
informagdo molecular/funcional mais especifica. Assim, mais estudos sdo necessarios para
que esses genes ganham anotac3o funcional. E importante chamar ateng3o para o fato que
alguns desses genes apresentaram niveis de expressao diferencial bem mais altos que os

genes de funcdo conhecida, assim merecendo atencdo especial.
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8. CONCLUSOES

Na base dos resultados podemos concluir com certa confiabilidade:

1) que o hormonio juvenil aparentemente ndo age diretamente como regulador de genes
envolvidos no metabolismo oxidativo, conforme evidenciado nas respostas imediatas dos
respectivos genes candidatos ao tratamento com o hormonio. Isso difere do observado da
expressao destes genes na situagdo do desenvolvimento natural nas duas castas (SANTOS et

al., 2016), indicando que sdo regulados por outros sinalizadores, mas ndo diretamente por HJ.

2) que o HJ também ndo age diretamente a nivel fisioldgico nas mitocondrias, ja que nos

ensaios de respirometria ndo houve diferenca no consumo de oxigénio.

3) que existe a possibilidade de o HJ causar alteracdo rapida e transiente na morfologia
das mitocondrias, indicando uma possivel agdo imediata estressora, seguida por um

mecanismo de reparo possivelmente envolvendo o gene OPAL.

4) que diversos genes apresentam uma resposta imediata no corpo gorduroso exposto ao
HJ. Entre estes genes ha grupos funcionais relacionados com a via de biossintese do préprio
hormoénio, com a interagao HJ e ecdisona, com genes codificando proteinas do metabolismo
energético e com possivel envolvimento em diversas vias de sinalizagdo de resposta a

nutrientes.

5) que para uma porcentagem consideravel de transcritos identificados como
diferencialmente representados em resposta ao hormoénio ndo hd informacdes funcionais
disponiveis. Entretanto, o fato de varios destes genes apresentarem niveis de expressao
diferencial bem maiores que os genes de funcdo conhecida deve estimular futuras pesquisas

sobre as suas eventuais fun¢des no contexto da diferenciacao das castas em Apis mellifera.
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