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RESUMO

DOHANIK, Virginia Teles, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fénede
2016.0 transporte de vitelogenina é mediado por receptores deambrana
nas celulas foliculares da abelh&pis melliferae da vespaPolistes simillimus
Orientador: José Eduardo Serrdo.

A vitelogenina € uma lipoglicoproteina sintetizada no corpo gorduroso, liberada
na hemolinfa e captada pelos ovocitos durante a vitelogénese. Ooredept
vitelogenina (VgR) é responsavel pela absorcdo da vitelogenina durante a
formacg&o dos ovos nos insetos. O ovAcito em desenvolvimento é circundado pel
epitélio folicular e quando este comeca a acumular viteloges@inaformados
espacgos intercelulares entre as células foliculares, fendébmeno idadoncomo
paténcia. Em algumas espécies de Hymenoptera, os foliculos éiticlog)
possuem vitelogenina no citoplasma das células foliculares, indicandootana
transcelular para o transporte de vitelogenina. Desta forma, astie @stificou

se hé presenca de VgR nas células foliculares dos ovarios da/stislimellifera

e da vesp®olistes simillimus para testar se a vitelogenina é transportada pela rota
transcelular nestes insetddm anticorpo anti-VgR especifico foi produzido

partir de uma sequéncia altamente conservada desse receptii, ®gieessa em

E. coli transformadas (pET BL21), representada por um fragmento recombinante
correspondente a segunda regido repetitiva YWTD. As analises derivest
Blotting confirma que o anticorpo produziflm especifico para VgR e que esta
proteina esteve presente nos extratos de proteinas de membrana dosdevarios
ambas espécies. As andlises de imunofluorescéncia associadas a
imunocitoquimica, evidenciaram a presenca de VgR na membrana ptasméat
apical e basal das células foliculares em regides viteloggdios ovariolos dé.
mellifera e P. simillimus, indicando que a proteina VgR pode ter sido transportada
de um dominio basal para o apical da célula com consequente librcagdpaco
perivitelinico, evidenciado pela presenca de figuras mielircoatendo VgR
nesta regido. Estes dados suportaram a hipotese de que a vitelogenina foi
transportada via receptor pela rota transcelular nas células foliciéaed®lhas e

vespas.



ABSTRACT

DOHANIK, Virginia Teles, M.Sc., Universidade Federal de Vicosdyriary
2016.Vitellogenin transport is mediated by membrane receptors o beesApis
mellifera and wasp Polistes simillimusfollicular cells. Adviser: José Eduardo
Serréo.

The vitellogenin is a lipoglycoprotein synthesized in the fat boslgasedo the
hemolymph and absorbed by oocytes during vitellogenesis. The vitellogenin
receptor (VgR) is responsible for the absorption of vitellogenin during egg
formation in insects. The developing oocyte is surroundeda biyllicular
epithelium and during vitellogenin uptake are formed intercellular sjetesen

the follicular cells, a phenomenon termed as patency. In some Hymenoptera,
vitellogenic follicles show vitellogenin in the cytoplasm of i@ilar cells
suggesting a transcellular route of vitellogenin until oocyte surfalas, Tthis
study examined the possible presence of VgR in the follicular celisredy bee

Apis mellifera and waspPolistes simillimus ovaries to verify whether vitellogenin

is transported by the transcellular routethese insects. A specific aMgR
antibody was produced from a highly conserved sequence of this receptor
(fragment of the second repeat region YWTD), expressed in transfdnoeti

(PET BL21). The Western blotting analysis confirmed that the antibody was
specific for VgR and that this protein was present in membrane proteictextra
from ovaries of both species. Immunofluorescence analyzes associated with
immunocytochemistry shosd VgR in the apical and basal plasma membrane of
follicular cells of vitellogenic follicles ofA. mellifera and P. simillimus. This
study suggest that the protein may have been transported from bgsiahtaall
membrane domain with subsequent release in the perivitelline spatenced

by the presence of myelin figures with V@R in this region. Thesestigaort the
hypothesis that the vitellogenin was transported via receptdnebyranscellular

route in the follicular cells of bees and wasps.

Vi



1. Introducéo
A vitelogénese é um processo chave que controla a reproducéo dos insetos,
assim a producdo e acumulacdo da proteina de vitelo, a vitelogennpapel

fundamental para o desenvolvimento de ovdcitos (Dhadialla et al., 1992).

A vitelogenina € uma lipoglicoproteina sintetizada no corpo gorduroso,
liberada na hemolinfa e captada pelos ovdcitos, onde sdo armazendolasana
de vitelinas (Engelmann, 1979; Raikhel & Dhadialla, 1992; Tufail & take
2008). Sua sintese é desencadeada pelo horménio juvenil atuando direta ou
indiretamente sobre o corpo gorduroso, fazendo com que este 6rgdo e 0s ovarios
em repouso respondam a outros sinais (Glinka & Wyatt, 1996; Wyatt E2%6,,

Azevedo et al., 2016

A internalizacao de vitelogenina para o ovdcito € alcancada por endocitos
mediada por receptor (Sappington & Raikhel, 1998; Swevers et al., 2005). Os
receptores de vitelogenina (VgRs) séo representantes da famipagtetéina de
baixa densidade (LDLR), que esta estruturalmente e funcionalmente deimida
dominios modulares, que estao frequentemente codificados por exons distintos no
gene correspondente (Raikhel & Dhadialla, 1992; Sappington & Raikhel, 1998;
Tufail & Takeda, 2007).

O epitélio folicular que reveste o ovocito em desenvolvimento pode formar
espacgos intercelulares, embora as células permanecam juntas pags juncd
celulares, esses espacgos permitem o acesso direto da hemolinfa @isugperfi

ovacito, esse fendmeno € conhecido como paténcia (Anderson & Telfer, 1970).

A paténcia tem sido relatada em alguns insetos ddyatwphora cecropia

(Lepidoptera) (Telfer, 1961)Rhodinius prolixus (Hemiptera) (Davey, 1981),



Locusta migratoria (Orthoptera) (Lauverjat et al., 1984) e em mosquitos (Raikhel
& Lea, 1991), sugerindo uma rota paracelular para o transporte de vitelogenina até

a superficie celular.

Em Apis mellifera (Hymenoptera) foi relatada a presenca de canais no
contato entre trés células foliculares, o qual conecta o espagoeiular com o
espacgo perivitelinico apresentando granulos elétron densos, os quais também
estavam presentes no citoplasma de células foliculares, sugeriraloroten
transcelular para a absor¢cdo de vitelogenina (Fleig, 1995). Desta farma,
vitelogenina emA. mellifera poderia ser transportada por ambas as rotas,

paracelular ou transcelular através das células foliculares.

Em espécies de Hymenoptera (abelhas, formigas e vespas), foi evidenciada
a presenca de vitelogenina no citoplasma de células folicularesspagoe

perivitelinico e na superficie do ovécito (Ronnau et al., 2015).

Embora haja relatos da presenca de vitelogenina no citoplasma ds célula
foliculares de Hymenoptera sociais e sua possivel rota transcelstasoiseria
possivel com a presenca de VgRs na membrana plasmatica das fodicllares.

Desta forma, este estudo verificou se ha um receptor para vitelogenina na
membrana das células foliculares que permita a internalizcé®sma, seguida
de liberacdo no espaco perivitelinico a partir de onde a vitelogérendocitada

pelo ovacito.



2. Revisao da Literatura

Os insetos eussociais incluem abelhas, formigas e vespas eo®dos
cupins. Existem trés principais critérios que distinguem este grupdetoais
insetos: i) individuos da mesma espécie sdo responsaveis pelo cuidado com
prole, ii) existe uma divisdo do trabalho reprodutivo e iii) ha uma sobrepaica
pelo menos, duas geracdes em estigios de vida em que sao depamgsibuir

para o trabalho na col6nia (Wilson, 1971).

Nas colbnias de insetos altamente eussociais, a integrag@opiexa e
envolve uma variedade de padrbes comportamentais, feromonios e asaptacd
fisiolégicas, assim as colbnias sobrevivem por muito tempo com o

armazenamento de alimento no ninho (Michener, 1974).

As fémeas dos himenopteros (abelhas, formigas e vespas) podem se
reproduzir mesmo que nao estejam fecundadas, geralmente formando machos
devido ao sistema haplodiploide de determinacdo dos sexdkddbler &
Wilson, 1990; Gobin etal, 1998). Nesses insetos, a rainha geralmente
monopoliza a reproducao diploide e as operarias ndo acasalam, porearjas
espécies elas mantém a capacidade de produzir ovos nao fertilizaatdsag&o
da atividade ovariana em operarias pode estar ligada a audéngraa rainha
(Gobin et al., 1998; Dietemann & Peeters, 2000; Naeger et al., 2013; Raittyi,

Tan et al., 201pb

Em colbnias de vespas cujas coldnias sao fundadas por uma fémea, ndo
existe sociedade até o nascimento da primeira progénie, mas @masaom

multiplas fundadoras a organizacdo social e divisdo do trabalho sdo questdes



cruciais, tanto na fase pré-emergente quanto na pés-emergente (Ross & Matthews,
1991). As fémeas de espécies de veslmhistes podem variar no tamanho, mas
quando emergem, todos os adultos sdo capazes de acasalar e colocar ovos
haploides (machos) ou diploides (fémeas). Entretanto, fémeas podem permanece
como operarias ou subordinadas por toda sua vida ou podem também se tornar
rainhas se uma rainha existente morre ou se ela funda uma nova coléstia (We
Eberhard, 1969; Hughes et al., 1987; Peters et al., 1995). Individuos da col6nia
competem por seu pela reproducdo, formando uma hierarquia de dominancia
social, onde fémeas recém-emergidas sdo classificadas comxalg@diancial,

as operarias sao classificadas como intermediarias e rainhasaséificeldas

como superiores (West-Eberhard, 1969; Giray et al., 2005). A hierarquia social é
mantida através de agressao fisica por individuos de classe s(degbes et

al., 1987), por idade ou ordem de chegada no ninho (Hughes & Strassman, 1988).

As castas das abelhas altamente eussociais sao diferentedasnoasras
no comportamento, na fisiologia, no tamanho do corpo e também em estruturas
externas (Michener, 1974€ruzLandim, 2000). As abelhas eussociais possuem
um alto nivel organizacional, geralmente apresentando uma rainha cora funca
reprodutiva, operarias realizando a manutencdo da colonia e machosoque sa
responsaveis por fecundar a rainha (Snodgrass, 1956; Michener, 1974). As
abelhas altamente eussociais estdo divididas em dois grupos derfmilia
Apidae: as abelhas sem ferrdo (Meliponini) e as abelhas melifepsi)(A

(Michener, 2000).

Nas abelhas altamente sociais, as rainhas ndo possuem estrutras par
coleta, manipulacdo de pdlen e comportamento de forrageamento, sendo

incapazes de sobreviver por um longo periodo fora da colénia, ndo apresenta

4



comportamento de defesa contra inimigos e possuem ovarios desenvolvidos

(Michener, 1974).

As operarias de abelhas apresentam estruturas para coleta e mamipulac
de polen, comportamento de forrageamento e de defesa na presemqages i
(Michener, 1974). Elas apresentam uma progressao caracteristica no désempe
de suas atividades dentro da colénia, sendo o primeiro fenétipo caracterizado
pelas operarias nutridoras, depois de 2-3 semanas fazem a transigiegtago
de forrageadoras e por fim, em situagOes adversas, podem possuir um terceiro
estagio, no qual as operarias podem sobreviver por longos periodos de tempo até
que as condicdbes melhorem, estas sédo referidas como abelhas de inverno
(Sekiguchi & Sakagami, 1966; Omholt & Amdam, 2004; Seehuus et. al, 2007).
Em algumas espécies, 0s ovarios das operarias geralmente deseseolvem,
mas quando sdo ativados proeluzovos tréficos que irdo alimentar a rainha ou
ovos que originam machos. As operériasApes mellifera podem desenvolver
seus ovarios em colmeia 6rfa ou quando a populacéo esta muito grande (Groot &

Voogd, 1954; Michener, 1974

O sistema reprodutor feminino dos insetos consiste basicamente em um
par de ovarios que se abrem em um par de ovidutos laterais que ctaroca@m
oviduto comum que termina na vagina onde se abre o ducto da espernipiaica a
pode estar associada um par de glandulas acessorias (Snodgrass, 1935;

Chapman, 2013).

O ovaério esta presente no abdémen dos insetos, localizado na regido
latero-dorsal ao intestino, enquanto os ovidutos laterais e o oviduto conoum sa

ventrais a este o6rgdo (Snodgrass, 1935). Cada ovario consiste de unidades



funcionais denominadas ovariolos, no interior dos quais o0s ovécitos se

desenvolvem (Chapman, 2013).

Os ovariolos podem ser classificados em dois tipos: panoisticos, no qual
ndo existem células nutridoras associadas aos ovocitos e todadulas cé
germinativas se diferenciam em ovocitos que serdo subsequente enpolvido
células foliculares; e meroisticos, no qual as células nutridor@as pstsentes
(Snodgrass, 1935; Rockstein, 1973; Chapman, 2013). Entretanto, existem dois
tipos de ovariolos meroisticos: telotrofico, no qual as células nutridoras
permanecem no trofario e o politréfico, no qual as células nutridoras peamane

associadas a cada ovdcito e estdo confinadas dentro do foliculo (Chapman, 2013).

Os ovariolos meroisticos politréficos estdo presentes em Hymenoptera e
em outros insetos holometabolos, exceto alguns Coleoptera e Siphonoptera que

apresentam ovariolos telotroficos (Snodgrass, 1935; Chapman, 2013).

Os ovariolos politroficos podem ser divididos em quatro regides: filamento
terminal composto por tecido conectivo oriundo de cada porcao distal dos
ovariolos; germario que consiste de uma massa de células gerasinativ
primordiais ou ovogbnias que formardo células nutridoras, ova@aékilas pre-
foliculares que originam as células foliculares (Snodgrass, 1935). Abaixo o
germario ocorre o vitelario, onde ha o amadurecimento e a deposicdelo@wi
ovocito seguido do pedicelo que é um tubo curto na base do ovariolo que o
conecta ao oviduto lateral (Snodgrass, 1935; Lisboa et al., 2005; Gullan

Cranston, 2010; Chapman, 2013).

Durante as fases iniciais do crescimento de ovécitos, mMRNAs e

ribonucleiopretinas séo produzidas pelas células nutriddrassportadas para 0s



ovocitos, posteriormente 0s ribossomos e outros componentes principais do
euplasma sao transferidosn ®rosophila esse movimento faz com que o ovécito
quase dobre o seu volume (Chapman, 2013). Porém, o euplasma geralmente
constitui menos de 10% do conteudo total do ovécito, os 90% restantes sdo
constituidos pelo vitelo que consiste em grande parte de lipideos egsotes
lipideos compreendem 40% do peso seco do ovOcito e a maior parte € armazenado
na forma de triacilglicerol, enquanto que 60-90% das proteinas do vitelo é

derivada da vitelogenina (Chapman, 2013).

A proteina precursora de vitelo é uma lipoglicoproteina sintetizada no
corpo gorduroso, liberada na hemolinfa e captada pelos ovdcitos, onde séo
armazenadas na forma de vitelinas, que serdo a principal fonte detayiaea o
embrido (Engelmann, 1979; Raikhel & Dhadialla, 1992; Tufail & Takeda, 2008).

Em abelhas a vitelogenina € um polipeptidio monomérico de certa8dd
kDa (Wheeler & Kawooya, 1990) e representa mais de 50% das proteinas
presentes na hemolinfa em rainhas fisogéstricas (Hartfelder & $=rf298).

Porém foi encontrada uma grande quantidade desta proteina na hemolinfa de
insetos que nao produzem ovos, indicando outras possiveis funcbes para a
vitelogenina que nado estdo correlacionadas a nutricdo do embridog/Adal.,

2002; Piulachgt al., 2003; Guidugli et al., 2005, Corona et al., 2007; Seehuus et
al., 2007; Azevedo et al., 2011; 2016; Libbrecht et al., 2013).

A vitelogenina tem sido usada como um parametro para avaliar a
fertilidade da fémea de insetos. Bnmellifera, a vitelogenina é encontrada na
hemolinfa de rainhas um pouco antes delas emergirem, permanecendo ao longo de
suas vidas, enquanto operarias apresentam baixa quantidade de vitelegenina

sua hemolinfa (Engels & Imperatriz-Fonseca, 1990; Barchuk et al., 2802).



vitelogenina também pode ser encontrada na hemolinfa de machos (Krehcze

al., 1989; Barchuk et al., 2002) e ser produzida em outros 6rgdos tais como
glandulas hipofaringeas (Seehuus et al., 2007) e ovarios de alguns dipteras
(Raikhel & Dhadialla, 1992).

Alguns estudos com abelhas tém relacionado a vitelogenina a func¢des na
integracao da fisiologia individual com o ambiente social, atuando poimcipal
regulador da vida individual de abelhas operérias, através de propriedades anti-
imunosenescéncia como transporte de zinco e antioxidantes (Aetddn2005;

2006). Em outros insetos foi relatada uma ligagdo com o transporte de
carboidratos, lipideos, fosfatos, vitaminas e horménios (Sappington & Raikhel,
1998).

O processo de acumulagdo de vitelo no ovocito é denominado de
vitelogénese. A rapida acumulacéo de vitelo ocorre no ovécito térdeneada
ovariolo, no vitelario, e resulta no aumento do tamanho do ovdcito e seletwomp
desenvolvimento (Gullan & Cranston, 2010; Chapman, 2013). Porém, o termo
vitelogénese também é usado para descrever a sintese de mitalo(fy) a
partir do corpo gorduroso e sua completa absorcao pelo ovocito via endocitose
mediada por receptor sendo que, todo o processo esta sob o controle do horménio
juvenil e/ou ecdisona (Engelmann, 1979; Raikhel & Dhadialla et al., 1988 Fl

1995; Sappington & Raikhel, 1998; Swevers et al., 2005; Tufail & Takeda, 2008).

A sintese de vitelogenina é desencadeada pelo hormonio juvenil atuando
diretamente ou indiretamente sobre o corpo gorduroso, fazendo com que este
Orgdo e 0s ovarios em repouso respondam a outros sinais (Glinka & Wyatt, 1996;

Wyatt et al., 1996; Azevedo et al., 2016



Em rainhas de abelhas, o hormonio juvenil e a ecdisona podem ter perdido
suas fungbBes gonadotroficas no adulto e o hormdnio juvenil é sugerido para
regulacdo da divisdo de trabalho, comportamento social e funcionamento
adequado da colonia (Roson & Vargo, 1997; Guidugli et al., 2005; Lu et al.,

2009)

A vitelogenina tem papel fisiolégico fundamental em insetos altament
eussociais, porém como essa proteina regula tais fungbes permanece em
discussdo. Uma possivel resposta para esta questao seria a pieseceptores
de vitelogenina em diferentes células do corpo dos insetos (Harttldar
2006). O Receptor de Vitelogenina (VgR) € responsavel pela absor¢do da
vitelogenina durante a formacéo dos ovos nos insetos (Lu et al., 2009).

Em Solenopsisinvicta (Formicidae), o receptor de vitelogenina possui uma
massa molecular de aproximadamente 202 KDa, outros insetos anapsados
western blotting com anticorpo especifico, também apresentaram massa molecula
semelhante para o VgR (Dhadialla et al., 1992; Lu et al., 2009).

As sequéncias de cDNA de VgRs foram identificadas Camosophila
melanogaster (Schonbaunet al, 1995),Aedes aegypti (Sappingtoret al, 1996),
Solenopsis invicta (Chen et al, 2004), Bombyx mori (Lin et al., 2005),
Periplaneta americana (Tufail & Takeda, 2005)Blattella germanica (Ciudadet
al., 2006), Leucophaea maderae (Tufail & Takeda, 2007)Spodoptera litura
(Krishnan et al., 2008).

Em Nilaparvata lugens (GU 723297) Anopheles gambiae (EAA 06264)
Nasonia vitripennis (XM_001602904), Apis mellifera (XM_001121707),

Tribolium castaneum (XM_963810) eAcyrthosiphon pisun (XM_ 001944117)



sdo conhecidasas sequéncias gendmicas completas para 0s reespter
vitelogenina (dados coletados em GenBank database).

Os VgRs sao representantes da familia de lipoproteinas de baixadensid
(LDLR) presentes em vertebradosneertebrados (Raikhel & Dhadialla, 1992;
Sappington & Raikhel, 1998

A familia de receptores LDLR esta estruturalmente e funcionalmente
definida por dominios modulares, que estdo frequentemente codificados por éxons
distintos no gene correspondente (Tufail & Takeda, 2007). Esses dominios
modulares sdo: i) repeticdo de ligacdo com seis residuos de cistemaii)
repeticdo de fator de crescimento epidérmico, também contendo stimsedé
cisteina cada; iii) repeticdbes contendo um motivo YWTD que foi propot
formar um dominio a-hélice (Springer, 1998); iv) um Unico dominio
transmembrana; e v) a regido citoplasmatica contendo pelo mencspraada
sequéncia do motivo NPXY (Tufail & Takeda, 2005; 2007) para internalizacédo do
receptor através de vesiculas revestidas por clatrina (Goldsalin ¥385; Chen
etal., 1990).

A maioria da familia LDLR esta envolvida na endocitose mediada por
receptoes de lipoproteinas (Goldstain & Brown, 1974) e a liberacdo de
complexos de proteinas para o citoplasma (Hsral., 1992) bem como o
carregamento de vitaminas. A familia de receptores LDLR tambs&m
importante papel na transducdo de sinais extracelulares ebubrgara a
migracdo neuronal, transmissdo sinaptica e desenvolvimento do embrido
(Hiesbergueetal., 1999).

No ovariolo, o ovocito em desenvolvimento € circundado pelo epitélio

folicular, mas quando o ovécito comeca a acumular vitelogenina, extensos
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espacos intercelulares ocorrem entre as células foliculares, emboéulas
permanegcam em contato umas com as outras por jungdes celulares, fendmeno
conhecido como paténcia (Anderson & Telfer, 1970). Esses espagos permitem o
acesso direto da hemolinfa a superficie do ovocito. Assim a vitelogénina
endocitada seletivamente a partir da hemolinfa, com a participag&cejeores
especificos na membrana plasmética do ovdcito que podem semdesiplara a
superficie da membrana (Chapman, 2013). A paténcia tem sido reltada
alguns insetos, como na marip@&3aropia sp. (Lepidoptera) (Anderson & Telfer,
1970), Hyalophora cecropia (Lepidoptera) (Telfer, 1961)Rhodinius prolixus
(Hemiptera) (Davey, 1981).ocusta migratoria (Orthoptera) (Lauverjat et al.,
1984) e em mosquitos (Raikhel & Lea, 1991), sugerindo uma rota paracelular para

o0 transporte de vitelogenina até a superficie do ovacito.

Em A. mellifera foi relatada a presenca de canais entre as células
foliculares, sugerindo um mecanismo de transporte para a vitelogegima at
espaco perivitelinico (Engels, 1973 apud Fleig, 1995). No contato eése t
células foliculares uma com as outras, hA um pequeno canal, o quetlicone
espaco intercelular com o espaco perivitelinico apresentando umansis
eletrodensa amorfa, entretanto as células foliculares continuarsearedo
grandes granulos elétron densos em sua parte central e pequenos granutes na pa
apical, e o contetdo destes granulos é exocitado no espac¢o perivitelsaco
observadas muitas vesiculas endociticas no ovécito, sugerindo uma rota
transcelular para a vitelogenina (Fleig, 1995). Desta forma, agéteina emA.
mellifera poderia ser transportada por ambas as rotas através das células

foliculares, intercelular ou transcelular (Seehuus et al., 2007).
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Em algumas espécies de abelhas, formigas e vespas, os foliculos
vitelogénicos possuem vitelogenina no citoplasma das célulasildotis, no
espaco perivitelinico e no ovoplasma, indicando uma rota transcelulao para

transporte de vitelogenina (Ronnau et al., 2015).
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3. Objetivo
Considerando a importancia da vitelogenina na reprodugéao de insetos e
funcdo dos receptores dessa proteina para sua absorcdo no ovocita,dsse est
o0 transporte de vitelogenina ocorre pela rota transcelular nas célidakafek na

abelhaApis mellifera e na vesp®olistes simillimus.
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4. Material e Métodos

4.1. Insetos

Rainhas dé\. mellifera foram obtidas do Apiario Central da Universidade
Federal de Vigcosa e rainhas d& simillimus foram coletadas com rede
entomolégica em ninhos na Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas
Gerais, Brasil.

4.2. Obtencé&o do receptor para vitelogenina

Considerando que todos os receptatesvitelogenina séo membros da
superfamilia LDLR, foi selecionada uma sequéncia altamente espedéfise
receptor para ser expressa como antigeno na producao de anticorpo, dominios
estruturais de Hymenoptera foram comparados (VgR de formiga AAP92450, VgR
de vespa XP_001602954 e VgR de abelhas XP_001121707 ou seu similar
CG1372-PA). Um fragmento correspondente a segunda regido repetitiv® YWT
no primeiro dominio homaologo ao precursor do fator de crescimento epidérmico
(350 aminoacidos) foi utilizado (Lu et al. 2009). O fragmento VgR foi
amplificado em plasmideo pET BL21 Novagen®, pela empresa GenScript
(Piscataway, USA).

4.3. Formacao de células competentes e transformacao das bactérias.

A expressdo da proteina foi realizada na cepa C4lEsberichia
coli. Estas foram cultivadas em meio LB-Agar e incubadas & 37 °C porAlL6 h
seguir, uma coldnia foi transferida para 10 mL de meio LB liquido permadece
por 16 h a 37 °C. Em seguida, 1 mL foi transferido para 10 mL de meio LB
liquido até atingir uma densidade Optica de 600 nm por cerca de 3 hni2éste
de cultura, 1,2 mL foram centrifugados a 1.20Pa&4 °C por 10 minutos. Apds o

descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado duas vezes em 1,2 mL de
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CaChk 0,1M em glicerol gelado por 10 minutéasl.200 xg e ressuspendido em

100 pL desta solucéo. Nesta solugéo foi adicionado 5 pL do plasmideo (1:10) em
gelo por 15 minutos seguido de choque térmico a 42 °C por 90 segundos e
transferidos para gelo por 15 minutos. A seguir, foram adicionados 700 pL de
meio LB liquido seguido de incubacdo a 87 por 1 h sob agitacdo. Estas
bactérias transformadas foram cultivadas em meio LB-Agararoptilina e
incubadas por 16 h a 37 °C.

4.4. Expressdo e Purificacdo da proteina receptor de vitelogenina
(VgR)

A coldnia transformada foi colocada em 100 mL de meio LB liquido
com 100 pg/mL de ampicilina e permaneceu sob agitacdo até r atingi
densidade éptica a 600 nm. Neste momento, foi induzida a expressédo da proteina
com 0,4 M delsopropyl p-D-1-thiogalactopyranosid@gPTG) sob agitacao por 4
h. As células foram coletadas por centrifugacédo a 7.@0ax 30 minutos a 4 °C.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido com 30 mL de
tampéo de Tris (500 mM) com 1% de Triton X-100 por 10 minutos e, entéo, as
células foram sonicadas seis vezes por 30 segundos, com intervalosimo,
permanecendo em gelo por todo o processo. Em seguida, o extrato de células foi
centrifugado a 7.000 g por 15 minutos a 4 °C e novamente ressuspendido em
tampdao Tris (500 mM) com 8M de ureia, sonicado trés vezes e centrifugado a
7.000 xg por 15 minutos, sendo o sobrenadante utilizado para a purificacdo da
proteina. A purificacdo da proteina recombinante foi realizada em croafatogr

de afinidade a metal, sendo o sobrenadante obtido aplicado em resiigaeale n

(GE Healthcare). A segquir, a coluna foi lavada com Imidazol (0,4 M), sendo a
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aliguotas recuperadas em volume de 1 mL e analisadas em dengiticalal®
280 nm.
4.5.SDSPAGE
As analises eletroforéticas foram realizadas em gel de poliatda

12% (m/v) em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE), em sistema MirasPBote
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, EUA). As amostras da proteina recongbinant
foram ressuspensas em tampao de amostra [Tris-HCI a 0,5M, pH 6,8, contendo
SDS a 2,5% (m/v), 2-mercaptoetanol a 2,5% e glicerol a 10% (v/v)], feridas
100 °C, por 4ninutos e aplicadas no gel. Apos eletroforese a 80-120 mA e 190 V,
os géis foram corados com azul de Coomassie. A massa molecular deafmtei
calculada a partir de padrao de massa molecular BenchMark Protein.

4.6. Producao de anticorpos policlonais antVgR recombinante

Para a producdo de anticorpos foram utilizados cinco camundongos
Balb/C, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa
(CEUA- UFV 45/2013). As bandas marcadas com a proteina receptora de
vitelogenina foram recortadas dos géis SDS-PAGE e homogeinizadzsesio
fisiologica (0,9% NaCl, pH 7,5). Em seguida, foram realizadas duas imurszacoe
intradérmicas, com 20ug/100ul. da proteina receptor de vitelogenina
recombinante, com intervalo de 15 dias entre as imunizacdes. Depois de
decorridos 15 dias da segunda imunizacdo, os camundongos foram sangrados e 0
soro foi obtido através da centrifugacdo a 100 do sangue coagulado e o
antissoro foi armazenado a -20 °C.

4.7. Western blotting

As rainhas déA. mellifera e P. simillimus foram dissecadas e os ovarios

foram homogeinizados (Motor Cordless) em tampéao Tris-HCI (50 mM, pH 7,5)
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com coquetel de inibidor de protease a 10% (Sigma Aldrich, P2714-1BTL)
seguido por 10 ciclos de 2 minutos em ultrassom com trés repeticbes. Em seguida,
o material foi centrifugado a 10000 g por 15 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspendido em Tris-HCI (50 mM, pH 7,5) + 1%
de Triton X-100 + 10% de inibidor de protease, homogeneizado e submetido a
ultrassom para extracdo de proteinas insollveis, seguido de cenéifwgac
10.000 xg por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e submetido a analises
eletroforéticas em gel SDS-PAGE. O gel foi incubado em tamp#art&eréncia
[Tris-HCI 0,58% (p/v); glicina 0,28% (v/v); metanol 20% (v/v); agua MiliQ], para
a membrana de nitrocelulose em amperagem constante de 190 A por 3th a 4
(Mini Trans-Blot Celf, Bio Rad). Apés a transferéncia, a membrana de
nitrocelulose foi incubada em solucao salina tamponada com Tris (ZB8)M
de Tris + 150mM de NaCl, pH 7,5) + 1% Tween 20 (TBST) + 5% de leite em po
desnatado por 16 h sob agitacdo. A membrana de nitrocelulose foi rada
TBST rapidamente, seguida de mais duas lavagens de 15 minutosoe entd
incubada no anticorpo primario anti-VgR (1:50) por 2 h sob agitacdo. Apoés
lavagens com TBST a membrana de nitrocelulose foi incubada cororpatic
secundario anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase (1:100) por 2 h,
sob agitacdo. Em seguida, as amostras foram reveladas com solucéo
diaminobenzidina [0,1 % DAB (p/v) + Tris-HCI 50mM +4].

4.8. Imunofluorescéncia

Apos a dissecacéo, ovarios Aemellifera e P simillimus tiveram a bainha
peritonial dos ovariolos removida com auxilio de pincas e estes forafefidos
para solucao fixadora de Zamboni [paraformaldeido a 4%, acido picrico 0,4% em

tampao fosfato de sédio (PBS) 0,1 M, pH 7,2] por 2 h, seguindo-se cinco lavagens
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de 10 minutos cada com PBS. Em seguida as amostras foram mantid3S
contendo Triton X-100 a 1% (PBST) por 2 h para permeabilizagdo. As amostras
foram incubadas em anticorpo primério anti-VgR (1:50) em PBST por 16 h. Em
seguida, as amostras foram incubadas em anticorpo secundario anti-IgG de
camundongo conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) 1:400 em PBS
por 2 h no escuro, seguida por cinco lavagens de 10 minutos cada emsPBS. A
amostras foram transferidas para 50 pL de TORR@deto (Thermo Fisher
Scientific) (1:1000) em PBS por 30 minutos no escuro e lavadas novamente em
PBS cinco vezes a cada 10 minutos. Os ovariolos foram montados cawsea

50% e analisados em microscépio de fluorescéncia confocal a lasel5Z@iss
Meta no Nucleo de Microscopia e Microanalise (NMM) da UFV.

Os controles negativos foram submetidos ao mesmo procedimento, mas
com a omissao de incubagéo com o anticorpo anti-VgR.

4.9. Imunocitoquimica

Os ovarios déA. mellifera e P. smillimus foram dissecados e transferidos
para glutaraldeido 0,1%, paraformaldeido 4% em tampé&o cacodilato de sédio 0,1
M pH 7,2 por 30 minutos separando o segmento vitelogénico que é cardoteriza
por camaras ovociticas maiores que as nutridoras isoladas do ovariolo.

A seguir, as amostras foram lavadas trés vezes com tampéo dacdelila
sédio por 10 minutos, desidratados em etanol 70% duas vezes por 30 minutos
cada. Em seguida, as amostras foram embebidas em solucédo deRedihde e
etanol 70% (2:1) por 1 h e em resina pura por mais 1 h. Posteriormente foram
embebidas em resina pura por 16 h em temperatura ambiente, seguindo

polimerizacdo & 68C por 24h.
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Secces ultrafinas foram obtidas em ultramicrétomo e transferidas pa
grades de niquel. As amostras foram lavadas em agua destiladagzkgsbv
minutos cada, lavadas com TBS 0,1M + 1% BSA + 0,15M N&Cl7,2 por 10
minutos. A seguir as amostras foram transferidas para solucdo de TBS + 1% de
gelatinapor 10 minutos, e entdo transferida para solucdo de TBS + 0,2 M de
glicina por 3 minutos. Em seguida as amostras foram incubadas caor@mnti
primario anti-VgR (1:50) em TBS + 1% BSA + 0,05% NaNrante 16 h & 4C.

Entdo as amostras foram lavadas em TBS + 1% BSA + 0,05%dualio vezes

por 10 minutos, sob agitacdo, seguida de lavagem em TBS + 1% BSA pét 7,2

2 h. Posteriormente as seccbes de ovarios foram incubadas com anticorpo
secundéario anti-lgG de camundongo conjugado com ouro coloidal 10 nm (1:100)
em TBS + 1% BSA pH 7,2 por 1 h sob agitagéo. Entdo as amostras foeatadav

em TBS e transferidas para de glutaraldeido a 1% em TBS por 3 minutos. Apés
esta etapa as amostras foram contrastadas com acetato deagrawsia a 1% por

15 minutos e citrato de chumbo por 3 minutos e analisadas em micooscopi
eletronico de transmissao Zeiss EM 109 no NMM.

Os controles negativos foram submetidos ao mesmo procedimento, mas

com a omissao de incubacdo com o anticorpo anti-VgR.
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5. Resultados

A proteina VgR foi expressa em grandes quantidades nas cefpasotie
transformadas (pET BL21) com a formagdo de corpos de inclusdo. A
solubilizacdo da proteina dos corpos de inclusédo foi realizada congée aidi
ureia & solucdo. Essa proteina presente nos corpos de inclusdo most@u mass
molecular de aproximadamente 39 kDa (Figura 1). O anticorpo produzido em
camundongos com esta proteina de 39 kDa, mostrou reacao positiva para a mesma
em Western blotting (Figura 1).

kDa M 1 2

202.

114~
73.

47.

27.

17.

Figura 1- 1) Proteina VgR purificada em coluna de niquel de
aproximadamente 39 kDa (seta branca) em gel SDS-Page. 2) Satad@ando
a proteina em marcacao de Western Blotting, confirmando reacdo positia com

anticorpo. M- marcador molecular.

Para verificar a expressdo do VgR, extratos proteicos dos ovarids de
mellifera e P. simillimus foram solubilizados e a proteina VgR foi reconhecida

pelo anticorpo anti-VgR em ambas as espécies (Figura 2).
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202 —
114 —
73 —
47 —
34 —
27 —

Figura 2- Western Blotting dos extratos proteicos dos ovarios da ak@tha
mellifera (A) e da vesp#®olistes simillimus (V) indicando a proteina VgR (setas)

marcada com anticorpo anti-VgR. M- marcador molecular.

Para verificar a localizagdo de VgR nas células foliculares @vocito deA.
mellifera e P. simillimus, ovariolos com a bainha peritoneal removida foram
submetidos a imunoflorescéncia associada com microscopia confocaen La
mostrando que este receptor estava presente na membrana pladasati€las
foliculares, com maior intensidade na superficie apical bem como na seperfic

dos ovocitos em ambas as espécies estudadas (Figura 3).
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Figura 3- Imunofluorescéncia de segmentos vitelogénicos dos ovariolos em
Apis mellifera e Polistes simillimus. A- Presenca de VgR, em verde, nas células
foliculares (Cf) e ovocito (Ov) dA. mellifera. B- detalhe das células foliculares
mostrando forte marcacdo de VgR na superficie apical (seta) das células
foliculares. C- Controle negativo. D- Presenca de VgR, em verde,éhdasc
foliculares (Cf) e ovdcito (Ov) dB. simillimus. E- Controle negativo. Barras 10

jm.
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A imunolocalizacdo por microscopia eletrbnica de transmissdo da protein
VgR mostrou que esta estava presente na membrana plasm&icéFRigsra 4) e
apical (Figura pdas células foliculares das porcdes vitelogénicas de ambas as
espécies. Na regido basal ocorreu a formacéo de vesiculas ensl@dtitendo
VgR (Figura 4), enquanto que na regido apical da célula folicular ocarreu
formacédo de figuras mielinicas que foram liberadas para o espagiteliico
(Figura 5b) onde esta proteina também estava presente, assim csupenfizie
do ovdcito (Figura 5a).

A proteina VgR estava presente no citoplasma das células foliculares
ambas as espécies, associada a membranas intracelulares ssiatlaeticulo
endoplasmatico e vesiculas ao longo da célula (Figura 6

N&o foram detectadas marcacdes de VgR nos controles negativAs de

mellifera (Figura 6¢) e d®. simillimus (Figura 5c).

23



Figura 4- Imunolocalizacdo de VgR nas células foliculares deiobvs

vitelogénicos mostrando a presenca de VgR (setas) na membrana pasmati
vesiculas endociticas (Ve). Apis mellifera; B- Polistes simillimus. M- musculo;

Tr- traqueiolas.
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Figura 5- Imunolocalizagéo de VgR das células foliculares de ovariolos
vitelogénicos dePolistes simillimus. A/B- Regido apical das células foliculares
evidenciando a presenca da proteina (setas) em vesiculas (Ve) iadassac
figuras mielinicas (Fm) no espaco perivitelinico (Ep) e na superficie @btav
(Ov); C- Controle negativo. Cf- células foliculares.
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Figura 6- Imunolocalizacdo de VgR das células foliculares de ovariolos
vitelogénicos deApis mellifera. A- Presenca do VgR (setas) em membranas
intracelulares similares ao reticulo endoplasmatico (setas braBegsesenca de
VgR em membranas intracelulares (setas brancas) e presenciod@ndnia

(Mt); C- Controle negativo.
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6. Discussao

O desenvolvimento de anticorpo anti-VgR especifico foi necessario para
analises imunorreativas, assim foi possivel comprovar a presencaRienvg
células foliculares de foliculos vitelogénicos de rainhasAdenellifera e P.
simillimus. Os VgRs em outros insetos mostram que esta proteina tem uma massa
molecular de aproximadamente 202 KDa (Dhadialla et al., 1992; Schonbaum e
al., 1995; Tufail & Takeda, 2005; 2007; Ciudad et al., 2006; Lu et al., 2009).
Neste estudo foi selecionado uma sequéncia altamente consersselaeteptor
para ser expressa como antigeno na producéo de anticorpos, representada por um
fragmento recombinante correspondente a segunda regido repetitiva YWTD no
primeiro dominio homdlogo ao precursor do fator de crescimento epidérmico,
possuindo uma massa molecular de 39 kDa, de acordo com a sequéncia de
aminoacidos selecionados similar a proteina recombinante expressapussde
inclusdo deE. coli transformadas (pET BL21). As analises de Western Blotting
confirmam que o anticorpo produzido reconhece o0 VgR expresso em bagtérias
gue esta proteina esta presente nos extratos de proteinas de membosdeaaios
de rainhas d&. mellifera e P. smillimus.

A imunofluorescéncia mostra que o VgR esta presente no citoplasma e na
superficie das células foliculares e também nos ovoOcitos nos foliculos
vitelogénicos de rainhas de mellifera e P. simillimus. Em rainhas da formiga
Solenopsis invicta a proteina VgR esta distribuida uniformemente no citoplasma
do ovolcito em ovocitos pré-vitelogénicos e torna-se progressivamengse ma
concentrada na membrana do ovdécito no estagio vitelogénico (Lu 22G9), A
proteina VgR foi detectada principalmente no cértex adjacentepésélio

folicular em pools no citoplasma de foliculos vitelogénicos de mosquitos
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(Sappington et al., 1999Em A. mellifera, VgR e vitelogenina ocorrem em outros
orgaos além do ovario, como nas glandulas hipofaringeas e no corpo gorduroso da
cabecaemoperarias (Amdam et al., 2003; Seehuus et al., 2007).

As andlises de imunofluorescéncia associadas a imunocitoquimica
evidenciam a presenca de VgR na membrana plasmatica basal, nelonamees
intracelulares e na membrana plasmatica apical das céluladdadis em regides
vitelogénicas dos ovariolos de mellifera e P. simillimus, indicando que ess
receptor é produzido por estas células e transportado para a superficie &elula
absorcao de vitelogenina durante a vitelogénese por ¥gRA. mellifera e P.
simillimus sugere envolvimento de maquinaria endocitica. Este complexo
endocitico foi observado em ovéarios de mosquitos, no qual foram originalmente
descritos a presenca de vesiculas revestidas de clatrina (Retnt&, 1964),
sendo consistente com o perfil de acumulacéo de pocos e vesicakiilasven
crescimento do foliculo ovariano, indicando que a producéo de VgR é parte do
processo geral de formacdo do complexo endocitico e desenvolvimento da
competéncia do ovoécito para acumulacao de proteina (Sappington et al., 1995).

A presenca de VgR na membrana plasmatica basalfiguras mielinicas
na regiao apical das células folicularesAdemellifera e P. smillimus, indicam
que a proteina pode ter sido transportada de um dominio basal paracalrdaapi
célula com consequente liberacdo no espaco perivitelinico, evidenoeao
presenca de figuras mielinicas contendo VgR nesta regido. Estessdpddam
nossa hipétese de que a vitelogenina € transportada via recepitglatpenina
através de uma rota transcelular nas células foliculares deal®hespas pelo

mecanismo de transcitose caracterizado pelo movimento do receptor de membrana
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e seu ligante de um dominio para outro da membrana plasmatieatéAet al.,
2014).

A presenca de VgR em membranas intracelulares das céluladafelscu
em ambas as espécies estudadas estd de acordo com a preséetagdrina
dentro destas células de espécies de Hymenoptera (Ronnau et gl. ERORS
mellifera foi descrita a presenca de pequenos canais entre as célulasifedicul
(Engels, 1973 apud Fleig, 1995). Entretanto, estes estudos também obsarvaram
presenca de granulos elétrons densos na parte central das células f®logudare
sdo exocitados no espaco perivitelinico, apontando a presenca ageviteh no
citosol de células foliculares (Fleig, 1995). Em outros insetos mdaé@o de
espacos intercelulares entre as células foliculares, sugerindo @nparatelular,
como descrito entHyalophora cecropia (Lepidoptera) (Telfer, 1961 Rhodnius
prolixus (Hemiptera) (Davey, 1981),ocusta migratoria (Orthoptera) (Lauverjat
et al., 1984) e mosquitos (Raikhel & Lea, 1991).

A presenca de VgR em regides membranas intracelulares sugereea sintes
desta proteina nas células foliculares. A transcricdo do gene ¥paesséio de
VgR ndao foi detectado em operarias @lenvicta, ou em 6rgaos de rainhas que
nao fosse o ovario (Lu et al., 2009), enquanto em abelhas o nivel de téanderic
VgR é maior em rainhas que fazem postura de ovos dentro de colbnias maduras
do que em rainhas virgens (Guidugli et al., 2008).

A presenca de VgR na superficie apical das células foliculares. de
mellifera e P. simillimus, sugere que possa ocorrer exocitose de vitelogenina para
0 espaco perivitelinico evidenciado pela presenca de figuras woasliei sua
consequente absorcao no ovoécito que também apresenta esse receptoraDurante

vitelogénese em Hymenoptera, as células foliculares sofrem remnématac
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citoesqueleto de actina, sugerindo um rearranjo dos filamentos de actina e
resposta ao transporte de vitelogenina, exibindo figuras mielinicas ocasianai
regidao apical (Ronnau et al., 2015).

A vitelogénese € um processo complexo que controla a reproducdo dos
insetos através da sintese de vitelogenina e sua devida absor¢do por endocitose via
VgR para o correto desenvolvimento do ovécito (Sappington & Raikhel, 1998;
Swevers et al., 2005). Este estudo € o primeiro que mostra a prdsevigR em
células foliculares de foliculos vitelogénicos em rainhasAdendlifera e P.
smillimus indicando uma rota transcelular para a absor¢cdo de vitelogenina,
melhorando o entendimento de como ocorre a vitelogénese e o0 consequente
desenvolvimento ovariano nestes insetos.

Em conclusdo, VgR esta presente na membrana celular de células
foliculares de rainha#\. mellifera e P. smillimus, sendo que a vitelogenina
atravessa esta barreira através de uma rota transcelulatipgiracaovocito para
que este realize seu completo desenvolvimento. Isso é confirmiadpresenca
de VgR em diferentes dominios de membrana plasmatica e em membranas

intracelulares de células foliculares.
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