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RESUMO

TEIXEIRA, Aparecida das Dores, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, marco de
2016. Analise protebmica da glandula de Dufour em operarias nutridoras e
campeiras de Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae).Orientador: José Eduardo
Serrdo. Coorientadora: Patricia Dias Games.

Em abelhas eussociais, que inclui Apis mellifera, a colénia € constituida por uma rainha,
com fungéo reprodutiva, e de operérias estéreis ou semi-estéreis, que exercem as demais
funcdes dentro da colbnia como cuidados com a prole e busca por alimento. Associada
ao aparelho do ferrdwé a glandula de Dufour, que dentre outras funcdes, desempenha
importante papel na comunicacdo entre os membros da colénia. Esta glandula libera
substancias quimicas, mas a natureza e a funcdo dos compostos variam em diferentes
taxons. O objetivo deste estudo foi identificar proteinas com abundéancia diferencial nas
glandulas de Dufour de operarias nutridoras e campeiras de A mellifera. As glandulas
de Dufour foram dissecadas, e as proteinas, extraidas. Os extratos proteicos foram
submetidos a eletroforese bidimensional em gel. Spots diferencialmente abundantes
foram digeridos e os peptideos analisados no espectrobmetro de massas MALDI/TOF-
TOF. Os espectros de fragmentacdo (MS/MS) foram pesquisados em bancos de dados
usando a ferramenta Masceat,as proteinas identificadas foram validadas usamndo
software Scaffold. Um total de 131 spots apresentou abundancia diferencial entre
nutridoras e campeiras, sendo identificadas 28 proteinas distintas. Destas 28 proteinas
identificadas, 21 foram mais abundantes em nutrideraste proteinas foram mais
abundanteem campeiras. As proteinas identificadas pertencem a diferentes categorias
funcionais envolvidas nos metabolismos proteico, energético, lipidico e de carboidratos,
detoxiicacdo, homeostase, comunicacao celular, citoesqueleto, proteinas constitutivas e
alergénicas. Os dados obtidos neste estudo trazem novas informacdes que contribuem
para a compreensdo das funcfes bioldgicas da glandula de Dufour e seu papel na

organizacao socialdabelhas.



ABSTRACT

TEIXEIRA, Aparecida das Dores, D.Sc., Universidade Federal de VigcaaahM2016.

Proteomic analysis of the Dufour gland in nurse and forager workers of Apis
mellifera L. (Hymenoptera: Apidae). Adviser: José Eduardo SerraGo-adviser:

Patricia Dias Games.

The colony of the eusocial bee Apis mellifera l@aseproductive queen and sterile
workers that make many tasks as brood care and foraging. The chemical communication
has a crucial role for the maintenance of sociability in bees and many compounds are
released by exocrine glandghe Dufoufs gland is a non-paired gland associated with

the sting apparatus with important function in the communication between members of
the colony. This gland release chemicals, but the nature and function of the compounds
varies in workers playing different tasks. The objective of this study was to identify
differentially expressed proteins in tbafour’s glands in forager and nurse workers of

A mellifera. The Dufour’s glands of both honeybee workers were dissected and
proteins were extracted. The protein content was submitted to 2D-gel electrophoresis,
differentially expressed spots were digested and peptides analyzed in MALDI TOF-
TOF mass spectrometer. Fragmentation spectra (MS/MS) were searched in databases by
using the Mascot algorithm and proteins identified were validated through Scaffold
software. A total of 131 spots showed different expression between forager and nurse
bees, and 28 proteins were identified. Among them, 21 proteins were upregulated in
nurses and 7 ones in foragers bees. The identified proteins have different fuastion
protein, energy, lipid and carbohydrate metabolism, detoxification, homeostasis, cell
communication, cytoskeleton, constitutive proteins and allergkrs. study provides

new insights contributing to the comprehension of the biological functions of the

Dufour’s gland in honey bees.

Vi



1- INTRODUCAO

As abelhas séo insetos que se destacam por desemgpemagpel fundamental
na agricultura e ecossistemas gispaspecialmente na poliniz#ode plantas e geracao
de produtos de alto valor econémico (Free, 1993; Kevan, 1999; Porrini et al., 2003;
Steffan-Dewenter et al., 2005; Calderone, 2012; Garibaldi et al., 2016).

As abelhas apresentam varios padrdoes com relagdo a socialidade, que vao desde
hébitos solitdrios até o mais complexo nivel de organizacdo social. Neste ultimo
destaca-se as abelhas eussociais, cuja colénia é constituida por uma rainha, com funcéo
reprodutiva, e de operarias estéreis ou semi-estéreis, exercendo as demais funcdes da
colonia (Michener, 1974; Winston, 1987).

Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae), espécie de abelha originaria da Asia, &
um modelo de organismo eussocial, que foi introduzido no Brasil para producéo
comercial de mel (Silveira et al., 2002), e exibe uma notavel divisdo do trabalho dentro
da coldnia (Lattorfi& Moritz, 2013). No periodo de duas a trés semanas da vida adult
destes insetos, as operarias desenvolvem basicamasritgefas dentro do ninho,
incluindo cuidados com a prole, as quais sdo chamadas nutridoras. Apds esse periodo,
as operarias realizam tarefas fora do ninho, durante a ultima fase da vida (uma a duas
semanas), como a busca por néctar e pélen e por isso elas sdo chamadas campeiras oL
forrageiras (Winston, 1987).

A organizacao social das abelhas é mantida por um complexo de sistema de
comunicacao que envolve a liberacdo de feromonios produzidos por diversas glandulas
exdcrinas (Cruz-Landim, 2009). Dentre as glandulas exdécrinas das abelhas, estédo
aguelas anexas ao aparelho do ferréo, que incluem a glandula de veneno e a glandula de
Dufour (Martin et al., 2005). A glandula de veneno € originada das glandulas associadas
ao ovopositor dos himendpteros ancestrais ndo aculeados, enquanto a glandula de
Dufour € homologa as glandulas colaterais dos outros insetos, sendo encontrada em
todas as fémeas dos himenopteros (Cruz-Landim, 1996; Grimaldi & Engel, 2006).

Um conjunto de fung¢des tem sido atribuido a glandula de Dufour em diferentes
himendpteros. Os produtos de sua secrecdo podem ser utilizados no revestimento das
células de cria, na construcdo de ninhos, alimentagdo larval, além do seu papel na
comunicacao, que se estende a marcacao de possiveis hospedeiros, reconhecimento do
ninho e de membros da mesma col6nia, sinal de fertilidade, feroménios de trilha (Mitra,

2013 e sexual (Katzav-Gozansky et al., 2002; Malka et al., 2098 entanto, o papel



da glandula de Dufour nas diferentes castas nas quais as operarias de abelhas
desempenhma diferentes tarefas precisa ser investigado.

Estudos envolvendo o proteoma de algumas estruturas de A mellifera tém sido
realizados, incluinda glandula salivar (Fujita et al., 2010; Feng et al., 2013), fluido
seminal (Baer et al., 2012), cérebro e ovario (Cardoen et al., 2012) e ovo (Fang & Li,
2010). As proteinas presentes na glandula de Dufour podem desempenhar diversas
funcdes, porém ndo existem relatos envolvendo a identificagdo de proteireas nest
glandula. Portanto, este traballbeve por objetivo realizar um estudo inédito do
proteoma da glandula de Dufour de A mellifera, contribuindo para a elucidacdo das

principais func¢des bioldgicas desta glandula nesta abelha.



2- OBJETIVO
Identificar e caracterizar as proteinas diferencialmente abundantes presentes na

glandula de Dufour de operarias nutridoras e campeiras de A mellifera.



3-REVISAO DE LITERATURA

3.1. Hymenoptera

Os insetos Hymenoptera formam um grupo diverso, com cerca de 115.000
espécies descritas (Hanson & Gauld, 1995), distribuidas em 99 familias taxonémicas
(Goulet & Huber, 1993), compreendendo aproximadamente 10% da diversidade de
espécies no planeta, guecluem abelhas, formigas e vespas, insetos que afetam
diretamente a saude humanaagricultura (Munoz-Torres et al. 2011).

3.2. Abelhas

As abelhas (Hymenoptera: Apoidea: Anthophila) surgiram no periodo Cretaceo,
h& aproximadamente 140-110 milhées de anos, coincidentemente com a origem e a
diversificacdo das plantas com flores (Danforth et al. 2013). Abelhas, que compreendem
cerca de 20000 espécies descritas (Ascher & Pickering, 2012), sdo de importancia
econdmica, tanto por sua atuacdo na polinizacdo de areas nativas, como de culturas
agricolas, e estima-se que um terco da dieta humana é derivado de frutas, legumes e
sementes que dependem da polinizacdo desses insetos (Klein et al. 2007). Do ponto de
vista econdmico, o valor das culturas geradas pela polinizacdo das abelhas é 100 vezes
maior do que o valor gerado com a producdo de mel por estes insetos (Morse &
Calderone, 2000).

As abelhas apresentam diferentes e complexos niveis de organizacdo social.
Algumas espécies sdo solitarias enquanto outras exibem um alto nivel de socialidade
(eussocialidade), com um grande numero de individuos de diferentes &dades
notavel divisdo do trabalho entre os membros da coldnia (Michener,P£3d, 198D

As abelhas séo classificadas dentro de sete familias e 25 subfamilias (Michener,
2007), sendo a familia Apidae a mais numerosa, com cerca de 5700 espécies descritas
em trés subfamilias, 34 tribos e 209 géneros (Ascher & Pickering, 2012). Abelhas da
familia Apidae sdo amplamente distribuidas geograficamente, mas sua maior

diversidade tem sido observada nas regides neotropical e oriental (Danforth et al. 2013).

3.2.1. Apis mellifera
Muitas subespécies de A mellifera ocorrem em uma ampla gama de distribuicdo
natural, e diferem umas das outras em muitos aspectos morfoldgicos e comportamentais

(Tofilski, 2008). Durante o processo de colonizacdo das Américas, essas abelhas foram



submetidas a varias forcas evolucionarias incluindo selecdo natural e artificial
(Michener, 1975; Ratnieks, 1991; Diniz-Filho & Malaspina, 1995).

Apis mellifera foi inicialmente introduzida no Brasil durante o século XIX por
padres jesuitas europeus durante o processo de colonizacdo. Por volta de 1956, A
mellifera de origem africana também foi introduzida no Brasil, e desde entdo, um grupo
originario do cruzamento entre abelhas de origem europeia e africana tem se
estabelecido no pais (Nunes et al. 2012). Os hibridos resultantes sdo correntemente
conhecidos como abelhas africanizadas por apresentarem maior similaridade com as
abelhas africanas do que com as europeias, em termos de morfologia, bioquimica,
hidrocarbonetos cuticulares, frequéncia alélica e isoenzimas (Diniz-Filho & Malaspina,
1995). A condicdo ambiental similar entre Brasil e Africa facilitou a adaptacio
dispersdo das abelhas africanizadas no Brasil, em adi¢cdo a capacidade da subespécie
africana imprimir alguma vantagen adaptativa ao hibrido, garantindo a expansdo desta

abelha pelas Américas (Garcia & Couto, 2005).

3.2.2. Operarias Nutridoras e Campeiras

Uma caracteristica primaria da vida eussocial é a divisdo do trabalho (Pankiw,
2004; Michener, 1969; Wilson, 197Holldobler & Wilson, 2009). Nos insetos
altamente eussociais, existe um dimorfismo de casta, com rainhas morfologica e
fisiologicamente distintas, exercendo basicamente funcfes reprodutivas, e operarias,
essencialmente estéreis, realizando as demais tarefas dentro da colénia (Michener
1974), embora recentemente esta esterilidade das operarias venha sendo questionada
(Woyciechowski & Kuszewska, 2012, Naeger et al., 2013; Tan et al., 2015).

Em A mellifera, esse dimorfismo € bastante evidente quando se comparam
rainhas e operdrias, consistente com o0s papéis que cada uma assume dentro da colbénia
As operarias ttm menor massa corporal, um par de ovarios pequenos contendo pouco
ovariolos, uma espermateca vestigial, um ferrdo farpado usado na defesa do ninho, além
de estruturas nas patas medianas e traseiras adaptadas para a coleta e o transporte d
polen. Rainhas, por outro lado, tem um par de ovarios maior contendo muitos ovariolos,
ferrdo pouco farpado e auséncia de estruturas para a coleta de poélen (Linksvayer et al.
2011; Leimar et al., 2012).

Numa coldnia de A melifera,divisdo do trabalho esté intimamente relacionada
a idade das abelhas operarias (Robinson & Huang, 1998). As operarias mais jovens

geralmente realizam diferentes tarefas no ninho (limpeza das células, criacdo dos
5



imaturos, construcdo do favo de mel, desidratacdo do néctar, ventilagdo do ninho,
cuidados com a rainha e com os machos, etc.) durante as primeiras duas a trés semanas
apos a emersdo como individuos adultos. Entdo, ap0s esse periodo, elas comecam a
exercer novas tarefas que consistem na defesa do ninho (guardas), na busca e coleta de
alimento no campo (néctar, pélen, agua e resina) sendo denominadas de campeiras
(Kolmes et al., 1989; Huang & Robinson, 1992; Robinson & Huang, 1998).

Operérias nutridoras alimentam diferencialmente as larvas e, assim, controlam as
respostas diferenciais de desenvolvimento das mesmas, resultando nos fenétipos rainha
ou operérias (Michener, 1974; Evans & Wheeler, 2001). A quantidade e o conteudo de
acucar dos alimentos fornecidos as larvas modulam a producdo de hormdnios de
desenvolvimento, tais como horménio juvenil (JH) e ecdisteréides, que afetam n
diferenciacéo do tecido no final da muda (Leimar et al., 2012).

A divisdo do trabalho na colbnia, no entanto, ndo é rigida (Robinson & Huang,
1998; Leoncini et al., 2004). As operarias podem acelerar, retardar, e até mesmo
reverter seu status comportamental em resposta a mudancas na colénia ou condi¢cdes
ambientais (Huang & Robinson, 1992, 1996). A remocao de campeiras de uma colénia
estimulaa abelhas mais joversscomecarem precocemente na busca por alimento fora
do ninho (algumas abelhas comecam a forragear aos cinco dias de idade), enquanto que
a adicdo de campeiras promove o efeito contrario; e a remoc¢ado de nutridoras reverte
campeiras a realizarem tarefas de nutridoras (Huang & Robinson, 1996; Leoncini et al.,
2004; Pankiw, 2004b).

A transicdo de nutridoras para campeiras envolve mudancas na expressao
génica, nas atividades neuroquimicas e enddcrinas, e estrutura do cérebro (Robinson,
2002). Mudancas na expressao génica no ceérebro sdo resulientiferencas
especificas no padrdao de metilacdo do DNA, que regula genes importantes para a
inducdo da mudanca do fenétipo, resultando em fenétipos comportamentais complexos
e distintos (Herb et al. 2012) que podem incluir as glandulas exdcrinas que apresentam
importante papel na comunicagéo quimica entre os individuos da colénia (Cruz-Landim,
2009).

3.3. Glandula de Dufour
A glandula de Dufour foi descrita por Dufour (1841), sendo uma glandula
abdominal ndo pareada, localizada proxima a extremidade do abdémen, especificamente

na base do ferrdo, descrita por alguns autores como sendo homologa as glandulas
6



colaterais de outros insetos e uma glandula acessoria reprodutiva (Billen, 1987; Abdalla
& Cruz-Landim, 2001a,b).

De origem ectodérmica e anteriormente designada glandula basica em razdo do
pH de sua secrecédo (Cruz-Landim, 2009), a glandula de Dufour termina em diferentes
locais entre os himenopteros: em formigas, esta se abre na base do aparelho do ferréo;
em abelhas e vespas, a glandula de Dufour se abre na parede dorsal da vagina, sendo
circundada por fibras musculares (Billen, 1987; Martin et al., 2005; Fortunato &
Turillazzi, 2012).

A morfologia da glandula de Dufour pode variar entre as espécies, mas ela
essencialmente um tubo epitelial de camada Unica de células cuja superficie duminal
revestida por uma fina cuticula, enquanto que, externamente ao epitélio, uma camada
irregular de fibras musculares, traqueiolos e neavesobrem (Abdalla et al. 1989
Abdalla & Cruz-Landim 2004a)b

As células da glandula de Dufour sdo abundantes em reticulo endoplasmatico
liso, mitocéndrias e granulos elétron densos, além de invaginacfes basais e apicais da
membrana plasmatica, consistente com o seu papel na secrecdo de substancias no limen
da glandula e absorcdo de precursores e/ou componentes da secrecdo da propria
glandula diretamente da hemolinfa (Billen, 1986, 1987; Abdalla & Cruz-Landim,
2001a,b).

A composicao quimica da secrecao da glandula varia entre os himendpteros, e se
estende desde hidrocarbonetos de cadeia longa (saturados e/ou insaturados) até varios
outros compostos volateis, semivolateis e ndo volateis como terpendides, alcoois,
ésteres, Aacidos graxos de cadeia longa, acUcares, quinonas, varios compostos
aromaticos, tracos de colesterol, trigliceride@ddeidos (Vinson et al. 1978; Duffield
et al. 1984, Kronenberg & Hefetz, 1984; Hefetz 1987, Syvertsen et al. 1995; Katzav-
Gozansky et al. 1997; Sledge et al. 2000; Abdalla et al. 2004; Amsalem et al. 2009;
Cardinal et al. 2010, Mitra et al. 2011; Bonckaert et al. 2012).

Em A mellifera, a composicdo quimica da glandula de Dufour € afetada pela
posicdo, tarefa e idade das abelhas dentro da colonia (Le Conte & Hefetz, 2008). A
glandula de Dufour desta espécie contém uma mistura de ésteres que sado sintetizados
pela propria glandula (Katzav-Gozansky et al.,1997a) e hidrocarbonetos que séo
transportados para o interior da glandula via hemolinfa (Schal et al. 1998; Katzav-
Gozansky et al., 2000; Abdalla & Cruz-Landim, 2001b; Blomquist et al., 2012).



A glandula de ambas, rainhas e operarias, apresentam hidrocarbonetos na sua
secrecdo, mas somente as rainhas produzem ésteres (Katzav-Gozansky et al.,1997a;
Martin & Jones, 2004). Contudo, em operarias férteis, a secrecdo da glandula de Dufour
torna-se qualitativa e quantitativamente similar a da rainha (Katzav-Gozansky et
al.,1997b; Katzav-Gozansky et al., 208&tzav-Gozansky et al., 2007), sugerindo que
o perfil quimico da glandula esta relacionado ao desenvolvimento do ovério e potencial
reprodutivo das abelhas (Cruz-Landim, 2009; Richard et al., 2011).

Alguns estudos reportam que a glandula de Dufour pode apresentar funcdes
bastante diferenciadas em abelhas. Os produtos da secrecdo podem atuar como
feromonio da rainha (Katzav-Gozansky et al., 208@g et al., 2002QIldroyd et al.,

2002 Katzav-Gozansky et al., 2007; Malka et al., 2008), sinal de fertilidade (Amsalem
et al.,, 2009 Amsalem & Hefetz, 2010no reconhecimento do ninho (Shimron et al.,
1985) e das companheiras do ninho (Tengo et al., 1991; Oldham et al., 1994; Ayasse et
al., 1999), no revestimentos das células de cria (Hefetz, 1987; Shimron et al., 1985),
como alimento larval (Norden et al., 1980a marcacdo do sitio de forrageamento
(Frankie & Vinson, 1977Vinson et al., 1978), além de atuarem como feroménio de
alarmee sexual (Katzav-Gozansky et al., 2002; Malka et al., 2008

Em A mellifera, a glandula de Dufour estd envolvida na producdo de um
feroménio casta-especifico que parece sinalizar quanto a fertilidade (Katzav-Gozansky
et al., 1997b, 2004, Dor et al., 2005), na marcacao de ovos da rainha para que estes néo
sejam devorados durante as atividades de inspecdo de operarias policiais (Katzav-
Gozansky et al., 1997a; Martin et al., 2004), bem como ativar o0 comportangeento d
agressao durante a competicao reprodutiva entre operarias (Malka et al., 2008).

A glandula de Dufour é mais desenvolvida nas espécies solitarias do que nas
espécies sociais. Esta glandula apresenta um ciclo de funcionamento correlacionado ao
estado reprodutivo das rainhas e ao desenvolvimento do ovario, sendo mais ativa nas
rainhas fecundadas que nas virgens (Cruz-Landim, 2009). Nas espécies eussociais com
ferrdo como A melliferae Bombus terrestris, a glandula é mais desenvolvida nas
rainhas do que nas operarias, sugerindo especificidade de casta (Katzav-Gozansky et al.,
1997; Abdalla & Cruz-Landim, 200}.a

Dados os poucos estudos sobre a glandula de Dufour e o interesse no
conhecimento do comportamento dessas abelhas, as glandulas de Dufour devem ser

analisadas quanto a sua constituicdo proteica, o que fornecera novas informacfes que



contribuirdo para a compreensao das funcdes bioldgicas da glandula de Dufour e seu

papel na organizacao social das abelhas.



4- MATERIAL E METODOS
4.1. Coleta e dissecacéao das glandulas de Dufour

Exemplares de A mellifera foram coletados no Apiario da Universidade Federal
de Vicosa, Vicosa, Minas Gerais. Para o presente estudo, foram analisadas operarias
nutridoras com seus ovarios ativados (avaliados durante a disseccdo) e operarias
campeiras, cujos ovarios estavam degenerados. Operarias nutridoras foram coletadas
proximas as areas de cria, no interior do ninho, enqu@adperarias campeiras foram
coletadas na entrada da colbnia. As abelhas foram obtidas em diferentes colénias e em
datas variaveis. Cerca de 200 operarias nutridoras e 200 operarias campeiras foram crio-
anestesiadas, dissecadas e as glandulas de Dufour foram retiradas e armazenadas en
solugcéo aquosa de inibidores de proteases (P2714 SIGMA) 1% (v/v), a -20°C para uso

posterior.

4.2. Extracao proteica

O material contendo as glandulas de Dufour foi seco em speedVac e
ressuspendido em 100 pL de tampdo de lise (ureia 7 M, tioureia 2 M, 3-
[(BCholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS) 4% (p/v),
Ditiotreitol (DTT) 40 mM). Em seguida, o material foi submetido a sucessivos pulsos
de ultrassom (2 min) intercalados por banhos no gelo, até a completa solubilizacdo do
material. As amostras foram centrifugaadakb.000 x g durante 30 minutos a 4 °C, e 0

sobrenadante coletado.

4.3. Quantificagao proteica
A concentracdo de proteinas totais do extrato obtido foi determinada pelo

método de Bradford (1976), usando albumina sérica bovina (BSA) como padrao.

4.4. Eletroforese unidimensional

A caracterizacdo inicial das proteinas presentes na glandula de Dufour de A
mellifera foi realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida 14%, contendo dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE), de acordo com a metodologia de Laemmli (1970).
Amostras contendo 25 pg de proteinas foram submetidas a eletroforese. O gel foi
corado em solucdo de Coomassie Blue Coloidal, que continha Coomassie Blue G-250

0,2% (v/v), etanol 48% (v/v) e acido acético 10% (v/v) seguido de fotodocumentacgéo e
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calculo das massas molecd@aidas bandas obtidas com base em padrdo de massa

molecular (BioRad).

4.5. Eletroforese bidimensional

Fitas Immobiline DryStrip, 7 cm, pH 3-10 (GE Healthcare, EUA) foram
reidratadas por 10 h com 1@k de solugéo de reidratacéo. A solucao de reidratacao foi
composta de 15Qug de proteina da glandula de Dufour, tampdo de gradiente
imobilizado de pH 3 a 10 (IPG buffer) 2,5% (v/v), DTT 40 mM e solucdo Destreak
(GE-Healthcare, EUA). A focalizac&o isoelétrica foi realizada em equipamento IPGphor
Ettan 1ll, com modo linear de voltagem (step 1: 300 V por 12 h; 2 gradiente: 1000 V por
30 min; 3 gradiente: 5000 V por 1:20 h; step 4: 5000 V por 25 min).

ApoOs a focalizacéo, as fitas Immobiline DryStrip pH 3-10 foram alquiladas e
reduzidas em solucédo de equilibrio (ureia 6 M; Tris-HCI 75 mM pH 8,8; glicerol 29,3%
(v/v); dodecil sulfato de sodio (SDS) 2% (p/v); azul de bromofenol 0,002% (p/v))
contendo, respectivamente, DTT 1% (p/v) e iodoacetamida 2,5% (p/v), sob agitacéo a
15 min cada.

A segunda dimensao foi realizada em cuba de eletroforese vertical Mini Protean
Il (Bio Rad, EUA), em gel de poliacrilamida 14%, sob corrente elétrica de 100 V por 10
min, 80 V por 40 min e 60 V até o término da corrida. Foram realizados dois géis para
cada tratamento (nutridoras e campeiras).

Para a coloracdo dos géis, estes foram mantidos sob agitacdo em solucéo
fixadora (acido acético 10% (v/v), metanol 40% (v/v) por 30 min e em seguida corados
com solugdo de coomassie blue coloidal contendo Coomassie Brilliant Blue G-250
0,08% (p/v), sulfato de aménio 8% (p/v), acido fosférico 0,8% (v/v) e metanol 20%
(v/v) por 36 h. Posteriormente os géis foram armazenados em solucdo de &cido acético
5% (v/v).

4.6. Obtencgédo e analise das imagens

A digitalizagdo dos géis foi realizada em equipamento Image Scanner Il (GE-
Healthcare, EUA) em modo de transparéncia 16 bit nas cores vermelha-azul e verde-
azul e 600 dpi de resolucdo. As imagens foram analisadas utilizando o programa Image
Master Platinum v.7 (GE- Healthcare, EUA). Os géis das amostras de abelhas

nutridoras e campeiras foram comparados e os spots diferencialmente abundantes
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identificados a partir do teste de analise de variancia (ANOVA apresentando p & 0,05)

diferenca de abundéancia de pelo menos 1,2 vezes, foram excisados.

4.7. Digestdo das amostras

Os spots excisados foram colocados em solucdo de acetonitrila (ACN) 100%
(v/v), e incubados, sequencialmente, em solucdo de DTT 65 mM por 30 min a 56 °C e
em solucéo de iodoacetamida 55 mM por 20 min em temperatura ambiente no escuro,
seguido de lavagem em ACN 100% (v/v).

Os fragmentos dos géis foram tratados com solucdo de bicarbonato de aménio
100 mM contendo enzima tripsina (25pig") (Promega, Sequencing Grade Modifified
Trypsin®), e incubados a 37 °C por 16 h. A extracdo dos peptideos dos fragmentos dos
géis foi realizadaem &cido formico 5% (v/v) e ACN 50% (v/v). O extrato obtido foi
seco em SpeedVac@®hermo Savant, EUA) e ressuspendido emulOde &acido
trifluoroacético (TFA) 0,1% (v/v). As amostras foram dessalinizadas utilizando
ponteiras ZipTip com resina C18 (Millipore, Alemanha) de acordo com as instru¢des do

fabricante, secas a vacuo e ressuspendidas @mnd® TFA .

4.8. Espectrometria de massas

As amostras foram analisadas em espectrometro de massa MALDI-TOF/TOF
Ultraflex Il (Bruker Daltonics, Alemanha) usando &cidd-hidroxicindmico como
matriz (L0 mgmL™* em ACN 50% (v/v), TFA 0,1% (v/v). As amostras foram aplicadas
em placa de aco MTP Anchor Chip TM 600/384 TF (Bruker Daltonics, Alemaraha
proporgdo 1:1 (1puL de amostra para 1uL de matriz). O método de analise para MS foi
RP PepMix (500 a 3500 Da) que corresponde ao modo de deteccao refletivo para ions

com polaridade positiva, e 0 método de fragmentacao para MS/MS foi o LIFT.

4.9. Identificacao das proteinas

Os espectros de massas foram processados utilizando o software FlexAnalysis
3.3 (Bruker Daltonics, Alemanha) para a remoc¢ao de contaminantes e obtencéo da lista
de massas que foi submetida a identificagdo no programa MASCOT (Mascot Daemon).
O banco de dados para A mellifera foi extraido do Uniprot (uniprot.org, ultima
atualizacdo em 15 de maio de 2015). Os parametros de busca utilizados foram enzima
tripsina com uma clivagem perdida, carbamidometilacdo da cisteina e oxidacdo da

metionina como modificacdo fixa e variavel, respectivamente, toleréncia da massa do
12



peptideo foi de 0,5 Da para MS e 0,2 Da para MS/MS. As proteinas identificadas foram
validadas pelo software Scaffold 4.0, com no minimo um peptideo Unico e 90% de
probabilidade de identificacdo. As proteinas identificadas pelo Mascot e que ndo foram
passiveis de validacdo pelo Scaffold foram analisadas no software Peaks 7.5
(Bioinformatics Solutions Inc, Canadd) e no software Bioedit (Biological sequence
alignment editor v.7.2)5 As proteinas identificadas e validadas foram analisadas
usando o banco de dados do Uniprot (http://www.uniprot.org/) e STRING
(http://www.string-db.org/) para inferir funcdes biologicas e interacédo proteina-proteina,
respectivamente. Os softwares CELLO v.2.5 (subcellular localization predictor -
http://cello.life.nctu.edu.tw/) e SIGNAL P 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)
foram utilizados na predicdo da localizacdo subcelular e presenca de peptideo sinal,

respectivamente.
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5- RESULTADOS

A concentracdo de proteinas totais obtidas nos extratos das glandulas de Dufour
de operéarias campeiras e nutridoras foi 3,02 + 0,22 [igeu5,19 + 0,27 pg pt,
respectivamente.

A eletroforese unidimensional evidenciou proteinas desde 17 kDa até 200 kDa,
com uma maior concentragcdo daquelas acima de 30 kDa para ambas as operérias,
nutridoras e campeiras, sendo em maior nimero nas operarias nutridoras que nas

campeiras (Fig. 1).

Massa molecular (kDa)

Figura 1 - Eletroforese unidimensionalas proteinas das glandulas de Dufour de
operarias campeiras (C) e operarias nutridoras (N) de Apis mell#vacorresponde
ao marcador de massa molecular em kDa.

A eletroforese bidimensional comparando operarias nutridoras e campeiras
permitiu identificar proteinas diferencialmente expressas nas glandulas de Dufour com
diferentes pontos isoelétricos (pl) e massas moleculares (MM) (Fig. 2). Ocorreu maior
concentracdo das proteinas com ponto isoelétrico Bmtré nas operarias nutridoras e

entre 4 e 8 nas operarias campeiras (Tabela 1).
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Figura 2 — Eletroforese bidimensional das proteinas das glandulas de Dufour de
operarias nutridoras (A) e operarias campeiras (B) em Apis mellifera. Os spots
identificados por MALDI-TOF/TOF estdo numerados e suas identificacbes estao
listadas na tabela 2.

Um total de 279 spots foram diferencialmente abundantes nas glandulas de
Dufour de operarias nutridoras e campeiras (Fig. 2). Desses 279 spots, apenas aqueles
que apresentaram diferenca significativa na expressdao (ANOVA, P < 0,05), foram
analisados, totalizando 131 spots. Desses 131 spots, 77 apresentaram maior abundancia
(up regulados) em operarias nutridoras quando comparado a operarias campeiras,
enguanto 55 apresentaram menor abundancia (down reguladas) em nutridoras. Dos 131
spots, 80 foram possiveis de serem excisados dos géis e 28 foram identificados (Tabela
1).

Tabela 1 Proteinas identificadas nas glandulas de Dufour de operérias nutridoras e
campeiras de A mellifera por MALDI-TOF-TOF e Mascot

Spot? N° de acesso Proteina Identificada Massa experimental /massa tedl pl experimental /pl tedricc Score’
1 V9IlI55_APICE Proteina do choque térmico (HSP60) 5711(3376)0546 5.61/5.64 82
2 AOA088A4K0_APIME Fosfoglicerato mutase 31688/35396 7.77/9.36 156
5 J7FOF7_APICC Ferritina 23473/25718 6.42/5.9 79
10 V91J68_APICE ATPase do reticulo endoplasmatico transicic 86885/89467 5.57/5.18 74
13 AOA088ARZ8_APIME Arginina quinase 42360/43726 6.16/6.11 414
14 V91198_APICE Proteina Idgf4 tipo quitinase 56395/48921 8.13/8.06 162
16 Q76LA4_APIME Proteina de ligag&o a acidos graxos 10636/15140 7.66/6.37 61
18 AOAO088ASTI9_APIME Enolase 49088/39821 7.10/6.54 336
20 VOIE14_APICE Actina42A 45085/42121 5.27/5.3 169
23 VIIEZ2_APICE Proteina do choque térmico (HSP70) 65541/71383 5.80/5.43 504
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26

27

28

32

33

36

37

38

40

45

51

56

61

62

68

70

71

78

AOAO08BATC7_APIME Subunidade tipo alfa do proteassomo 36131/31250 6.31/5.78 56

AOAO88AJH1_APIME Anexina 35612/36088 4.53/4.6 108
Q1W641_APIME Proteina de ligagdo ao odorante 13 7873/15494 5.95/6.37 123
GOWRL1_APICC Tiorredoxin(gsgrg-)?()iase 1 (TPX) 20221/22065 6.31/5.82 106

LOHT99_APICE Actina (Fragmento) 30141/31458 7.54/4.94 41
VIIK10_APICE Proteina do estres3&(HSP70) 65221/75642 6.30/6.38 114
VIIGALl_APICE Proteina regulada por glicose (HSP70) 68495/72878 5.44/5.29 298
VOIE14_APICE Actina42A 44934/42121 5.51/5.3 94
VOIE14_APICE Actina42A 43919/42121 5.57/5.3 253
ACPH1_APIME Fosfatase acida do veneno Acph-1 46005/45588 5.99/5.63 135
VIIJF3_APICE Glutationa S-transferase 22562/22997 5.81/5.49 245
AOA088AMB8_APIME Subunidade beta da ATP sintase 48372/55096 5.37/5.25 471
AOA088A7Y2_APIME Proteina dissulfeto-isomerase 55213/56220 6.0/5.57 157
V9IG54_APICE Proteina letal (2) essencial para a vida 21819/21882 6.93/6.32 86
(HSP20)
11VC86_APIME Fosfolipase A2 18400/19585 7.66/7.05 50
VIIJF3_APICE Glutationa S-transferase 23544/22997 5.80/5.49 141
AOA088A9C4_APIME Hidrolase do éster carboxilico 59133/59330 5.97/5.55 139
11VC86_APIME Fosfolipase A2 18302/19585 9.30/7.05 107

4 NUmeros dos Spot como mostrado no gel de referéncia 2D (ver Fig. 2).
® Mascot score; Score dos fons individuais (MS/MS) > 27 indica identidade ou homologia
(p<0,05).

De todas as proteinas identificadas, 21 foram up reguladas em operérias
nutridoras em relacdo a operarias campeiras, e sete proteinas foram down reguladas em
operarias nutridoras (Tabela 2). As proteinas identificadas foram classificadas em
categorias funcionais, sendo proteinas que apresentaram maior abundancia em operarias
nutridoras envolvidas nos metabolismos proteico (spots 1, 23, 26, 36, 37, 61 e 62),
carboidratos (spot 18), energético (spots 10, 13 e 56) e lipidico (spots 16, 68 e 71), além
de proteinas do citoesqueleto (spot d0)ias de detoxificacdo (spots 32, 51 e 70),
homeostase (spot 5), proteina constitutiva (spot 27) e comunicacdo celular (spot 28)
(Tabela 2, Fig. 3A). As proteinas com abundéancia diminuida ou nenhuma expressédo em
operarias nutridoras estdo envolvidas no metabolismo de carboidratos (spots 2 e 14),
lipidico (spot 78), proteinas do citoesqueleto (spots 20, 33 e 38) e uma alergénica (spot
45) (Tabela 2, Fig. 3B).
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Tabela 2 Proteinas identificadas nas glandulas de Dufour de operérias nutridoras e

campeiras de A mellifera com seus valores de abundancia, categorias funcionais,

localizacdo subcelular e presenga/auséncia de peptideo sinal.

N° do ) ) ) o Localizagéo Peptideo
Nome da Proteina Categoria funcional Abundanci& )
Spot subcelular sinal
1 Proteina do choque térmico (HSP60) Metabolismo proteico +16,49 Citoplasma N&o
23 Proteina do choque térmico (HSP70) Metabolismo proteico +7,41 Citoplasma N&o
26 Subunidade tipo alfa do proteassomo Metabolismo proteico +5,21 Citoplasma/ N&o
Nucleo
36 Proteina do estresse-70 (HSP70) Metabolismo proteico +9,92 Mitocondria N&o
37 Proteina regulada por glicose (HSP70) Metabolismo proteico +2,93 Reticulo N&o
Endoplasmatico
61 Proteina dissulfeto-isomerase Metabolismo proteico + Reticulo Sim
Endoplasmatico
62 Proteina letal (2) essencial para a vida Metabolismo proteico +2,89 Mitocondria/ N&o
(HSP20) Citoplasma
2 Fosfoglicerato mutase Metabolismo de carboidratc - Citoplasma N&o
14 Proteina Idgf4 tipo quitinase Metabolismo de carboidratc - Extracelular Sim
18 Enolase Metabolismo de carboidratc +4.7 Citoplasma N&o
10 ATPase do reticulo endoplasmético Metabolismo energético + 2,46 Reticulo N&o
transicional endoplasmatico
13 Arginina quinase Metabolismo energético +1,84 Citoplasma N&o
56 Subunidade beta da ATP sintase Metabolismo energético +1,54 Mitocondria Nao
16 Proteina de ligacéo a acidos graxos Metabolismo de lipidio + Citoplasma N&o
68 Fosfolipase A2 Metabolismo de lipidio +2,62 Extracelular Sim
71 Hidrolase do éster carboxilico Metabolismo de lipidio + Citoplasma N&o
78 Fosfolipase A2 Metabolismo de lipidio - Extracelular Sim
20 Actina42A Citoesqueleto - Citoplasma N&o
33 Actina (Fragmento) Citoesqueleto - Citoplasma N&o
38 Actina42A Citoesqueleto - Citoplasma N&o
40 Actina42A Citoesqueleto +3,49 Citoplasma N&o
32 Tiorredoxina peroxidase 1 (TPX;- Detoxificacdo +3,23 Citoplasma N&o
51 Glutationa S-transferase Detoxificagdo +1,67 Citoplasma N&o
70 Glutationa S-transferase Detoxificacao +4,79 Citoplasma N&o
5 Ferritina Homeostase + Extracelular Sim
27 Anexina Proteina constitutiva +3,16 Citoplasma N&o
28 Proteina de ligacédo ao odorante 13 Comunicacao celular + Extracelular Sim
(OBP 13)
45 Fosfatase acida do veneno Acph-1 Alérgeno - Extracelular Sim

& O valor da abundancia que foi calculado na razdo entre o volume do spot de operérias
nutridoras e seu correspondente em operdarias campeéija®réteinas presentes apenas nas
glandulas de Dufour de nutridoras): (Proteinas presentes apenas nas glandulas de Dufour de

campeiras.
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Figura 3. Proteinas identificadas da glandula de Dufour de operarias de Apis mellifera
(A) Up reguladas e (B) Down reguladas, em nutridoras quando comparadas com
campeiras. A classificacdo em categorias funcionais foi obtida do banco de dados do
Uniprot.

Informacdes relativas a localizacao subcelular e a presenca de peptideo sinal nas
proteinas identificadas foram avaliadas neste estudo levando em consideragdo o carater
secretor da glandula de Dufour. Uma grande parte das proteinas identificadas
apresentou localizacéo subcelular no citoplasma (Tabela 2, Fig. 4A). Em adicao, apenas
um pequeno grupo das proteinas identificadas apresentou peptideo sinal que pode ou

ndo conduzir essas proteinas a vias secretorias (Fig. 4B).

Mitocondria
]

10% | 10%
R . Citoplasma

1 Extracellular

= Nucleo

Numero de proteinas
1S

= Reticulo
Endoplasmatico 0+

Presenga Auséncia

Figura 4: Proteinas identificadas nas glandulas de Dufour de operarias nutridoras e
campeiras de Apis mellifera. (A) Classificagdo quanto a localiza¢do subcelular asando
software CELLO subcellular localization predictor. (B) Classificacdo quanto a presenca
ou auséncia de peptideo sinal pelo software SIGNAL P 4.1.

InteracOes proteina-proteina foram avaliadas usando o banco de dados STRING
visando obter informacdes adicionais sobre os papéis das proteinas da glandula de

Dufour de operarias de A mellifera.
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A maior parte das proteinas up reguladas nas glandulas de Dufour de operarias
nutridoras exibiram interagdes funcionais entre si, com uma maior ou menor
intensidade: proteina do choque térmico (LOC409384), ferritina (FerlHCH), ATPase
do reticulo endoplasmatico transicional (TER94), enolase (LOC552678), actina-42A
(Arpl), proteina do choque térmico (Hsc70-4), subunidade tipo alfa do proteassomo
(LOC552654), tiorredoxina peroxidase 1 (Tpx-1), proteina do estr@s@dsc70-5),
proteina regulada por glicose (Hsc?0-8ubunidade beta da ATP sintase (Atp5b),
proteina dissulfeto isomerase (ERp60) e proteina letal (2) essencial para a vida
(LOC410087) (Fg. 5A).

A proteina do choque térmico (LOC409384) exibiu intera¢des funcionais com
grande parte das proteinas da rede de interacdo, mas houve um predominio de interagfes
mais fortes com a proteina regulada por glicose (Hsc70-3), proteina do choque térmico
(Hsc 70-4) e proteina do estresse-70 (Hsc70-5), todas pertencentes a familia de
proteinas do choque térmico (HSPs), além da interacdo com a proteina mitocondrial, a
subunidade beta da ATP sintase (Atp5b) (Fig. 5A).

A proteina tiorredoxina peroxidase 1 (Tpx-1), dentre outras interacdes, exibiu forte
interacdo com a proteina dissulfeto isomerase (ERp60), que por sua vez apresentou

interacdes com as proteinas do choque térmico (Hsc70-3 e Hsc70-4) (Fig. 5A).
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Figura 5. Rede de intera¢des funcionais das proteinas up reguladas nas glandulas de
Dufour de operarias nutridoras de Apis mellifera. As proteinas foram analisadas usando

0 banco de dados STRING. As letras seguidas de niumeros correspondem ao numero de
acesso das proteinas no banco de dados do Uniprot. A rede de interacdes € mostrada no
“confidence view” onde as interacdes mais fortes e mais fracas sdo representadas por

linhas mais espessas e mais finas, respectivamente.

Algumas proteinas como a anexina (LOC409533), a proteina de ligacdo a acidos
graxos (GB15299-PA), a glutationa S-transferase (LOC552283), a arginina quinase
(Argk), a fosfolipase A2 (Pla2) a OBP 13 (Obpl3) ndo apresentaram nenhuma
interacdo funcional com os grupos descritos acima e foram submetidas individualmente
a analises de interacgéo.

A proteina anexina (LOC409533) exibiu interagBes funcionais com a proteina do
choque térmico 90 (Hsp 90), com a N-miristoil transferase (Nmt), com a abstrakt
helicase de RNA dependente de ATP (abs) e com as proteinas da familia das caspases
(LOC412235, LOC411381 e LOC410394) (Fig. 6).
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{
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Figura 6. InteracOes individuais proteina-proteina da anexina (LOC409533). As
proteinas foram analisadas usando a base de dados STRING. As letras seguidas de
nameros correspondem ao numero de acesso das proteinas no banco de dados do
Uniprot e estdo descritas no textv.rede de interagdes ¢ mostrada no “confidence

view” onde as interacdes mais fortes € mais fracas séo representadas por linhas mais
espessas e mais finas, respectivamente.

Glutationa S-transferase (LOC552283) interagiu funcionalmente, com forte
associagdo com a proteina JNK MAP quinase basket (bsk). Interagbes menos intensa

foram com as demais proteinas: glutationa S-transferase Z1(GstZ1l), glutationa S-
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transferase T1 (GstT1), ypsilon schachtel (yps) 3@xoacidoCoA-transferase
(LOC409157) (Fig 7A).

A proteina de ligacdo a Aacidos graxos (GB15299-PA) apresenta interacdes
funcionais fortes com a proteina Paired box 6 (GB12355-PB), com uma proteina nao
caracterizada (GB11714-PA), com fator de transcricio homodlogo &NF-4
(LOC725032), com a proteina dedo de zinco associada a O/E @3=mh a proteina
seven up (SVP(Fig. 7B).

GB12355-PB g

LOC725032

e
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e

Figura 7. Interacdes individuais proteina-proteina da glutationa S-transferase (A) e
proteina de ligacéo a acidos graxos (B). As proteinas foram analisadas usando a base de
dados STRING. As letras seguidas de numeros correspondem ao nimero de acesso das
proteinas no banco de dados do Uniprot e estdo descritas no texto. A rede de interacdes
¢ mostrada no “confidence view” onde as interagdes mais fortes € mais fracas séo
representadas por linhas mais espessas e mais finas, respectivamente.

Arginina quinase (Argk) exib interacdes funcionais com uma proteina homéloga
da peptidase B caseinolitica (GB10557-PA), com a proteina de determinacdo miogénica
nautilus (nau), com a proteina ndo caracterizada (LOC726147), com a N-hiristoi
transferase (Nmt), com BNA-directed RNA polymerase (Rpll215), sendo que as
interacdes mais fortes foram com as proteinas GB10557-PA e nau (Fig. 8A).

A fosfolipase A2 (Pla2) interagiu apenas com uma proteina ndo caracterizada
(Topl) (Fig. 8B).

21



,GB10557-PA

[2n LOC726147

A

RpII215
e

Figura 8. InteracBes individuais proteina-proteina da arginina quinase (Argk; A) e
fosfolipase A2 (Pla2; B). As proteinas foram analisadas usando a base de dados
STRING. As letras seguidas de numeros correspondem ao numero de acesso das
proteinas no banco de dados do Uniprot e estdo descritas no texto. A rede de interacdes
¢ mostrada no “confidence view” onde as interagdes mais fortes € mais fracas séo
representadas por linhas mais espessas e mais finas, respectivamente.

OBP 13 (Obpl3) n&do apresentou interagdes funcionais individuais com outras
proteinas de acordo com o banco de dados do STRING (Fig. 5A

Nenhuma das proteinas do grupo das proteinas down reguladas nas glandulas de
Dufour de nutridoras, ou seja, aquelas proteinas que apresentaram maior abundancia nas
glandulas de campeiras exibiram interagbes funcionais entre si (Fig. 5B). Sendo assim,
estas proteinas que incluem a proteina fosfatase acida do veneno Acph-1(Acph-1), a
fosfoglicerato mutase (LOC552736), a proteina Idgf4 tipo quitinase (LOC413324) e as
actinas (Arp 1 e GB1852FA) foram examinadas de acordo com suas interacdes
individuais (Fig. 5B).

A proteina fosfatase acida do veneno Acph-1(Acph-1) exibiu interacfes funcionais
com uma proteina ndo caracterizada (GB19R88-com a proteina tipo fosfatase
fosfotirosina de baixo peso molecular (LOC7273@0rom a fosfoglicomutase 1
(Pgm1l) (Fig. 9A).

A fosfoglicerato mutase (LOC552736) por sua vez exibiu interagbes funcionais
fortes coma fosfoglicerato quinase (Pgk), conghceraldeido 3-fosfato d@rogenase
(Gapdh), com a triosefosfato isomerase );Tgom a glicose-6-fosfato isomerase
(LOC551154) e com a histoh#t (LOC411541) (Fig. 9B).
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Figura 9. Interacdes individuais proteina-proteina da fosfatase acida do veneno Acph-
1(Acph-1; A) e fosfoglicerato mutase (LOC552736; B). As proteinas foram analisadas
usando a base de dados STRING. As letras seguidas de nameros correspondem ao
namero de acesso das proteinas no banco de dados do Uniprot e estdo descritas no texto.
A rede de interacOes ¢ mostrada no “confidence view” onde as interacdes mais fortes e

mais fracas sao representadas por linhas mais espessas e mais finas, respectivamente.

A proteina ldgf4 tipo quitinase (LOC413324) exibiu interagfes com as proteinas
ndo caracterizadas GB194P& e GB10536PA, com as proteinas de ligacdo a FK506
(FK506-bpl e GB1276PA) e com a enolase K01689 (LOC552678) (Fig\).

A actina (Arp 1), por sua vez, interagiu funcionalmente com a profilina)(PRF
com a fimbrina (Fim), com a proteina de interacdo com actina),Llodim a twinfilin

(twf) e com a proteina de interacéo huntingtin 1(Hipl) (Fig)10

A B
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GB10536-PA
S) 2)

(LOC413324

e
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Figura 10. Interacdes individuais proteina-proteina da Idgf4 tipo quitinase
(LOC413324; A)e actina (Arp 1; B). As proteinas foram analisadas usando a base de
dados STRING. As letras seguidas de numeros correspondem ao numero de acesso das
proteinas no banco de dados do Uniprot e estdo descritas no texto. A rede de interacfes
¢ mostrada no “confidence view” onde as interacdes mais fortes ¢ mais fracas sao
representadas por linhas mais espessas e mais finas, respectivamente
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6- DISCUSSAO
6.1. Aspectos quantitativo/qualitativos da glandula de Dufour

As glandulas de Dufour de operérias campeiras apresentaram um conteudo total
de proteinas 40% menor do que as glandulas de Dufour de operarias nutridoras. Esse
resultado sugere queglandula em operarias com diferentes funcdes dentro da colbnia
sintetizam diferentes proteinas com diferentes concentragbes refletindo demandas
metabdlicas diferenciadas. Dados morfolégicos apontam que as glandulas de Dufour,
operarias nutridoras de A mellifera tratadas com horménio juvenil, mas ndo campeiras,
apresentam reticulo endoplasmatico liso bem desenvolvido, complexo de Golgi e muitas
mitocdndrias polimorficas espalhadas randomicamente pelo citosol celular, consistente
com a natureza lipidica da secre¢do da glandula (Abdalla & Cruz-Landim, 2004 a,b).
Portanto, uma maior concentracdo proteica nas glandulas de Dufour de operarias
nutridoras pode estar relacionada ao potencial reprodutivo que essas abelhas
apresentam, uma vez que a glandula de Dufour apresenta ciclo de funcionamento
correlacionado ao estado reprodutivo e desenvolvimento do ovario (Cruz-Landim,
2009).

6.2. Proteinas identificadas
6.2.1. Metabolismo proteico

As proteinas identificadas neste estudo referentes ao metabolismo proteico foram up
reguladas nas glandulas de Dufour de abelhas nutridoras. As demais proteinas,
pertencem, em sua maioria,superfamilia das proteinas do choque térmico (HSPs)
proteina do choque térmico (HSP60) (spot 1), proteina do choque térmico (HSP70)
(spot 23), proteina do estresse-70 (spot 36), proteina regulada por glicose (spot 37),
proteina letal (2) essencial para a vida (HSP20) (spot 62).

As HSPs sao proteinas chaperonas expressas na maioria dos organismos.
Tipicamente, as HSPs séo classificadas de acordo com 0s seus pesos moleculares em
Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hspl@spequenas Hsps (sHsps), massa molecular
estendendo de 12 a 43 kDa) (Kim et al., 1998; Feder & Hofmann, 1999; Sgrensen et al.,
2003; Mizrahi et al., 2010).

De uma maneira geral, as HSPs sdo responsaveis por mediarem atividades
essenciais para as células tais como o dobramantzalizacdo ea degradacdo de
proteinas (King & MacRae, 2018) sdo abundantemente expressas em insetos, sendo

geralmente induzidas e moduladas em resposta a estresses abidticos tais como o calor, o
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frio, a radiacdo ultravioleta, os pesticidas quimicos, bem como estresses bibticos
causados por virus, bactérias, fungos e outros insetos (Zhao & Jones, 2012), e também
em além da alta densidade populacional de individuos na col6énia (Wang et al., 2007).

A proteina letal (2) essencial para a vida € uma chaperonina pertencente a familia
HSP20, do grupo das sHSPs. Estudos com Drosophila melanogaster (Diptera:
Drosophilidae) demonstraram que essa chaperonina é expressa durante todo o
desenvolvimento destes individuos, embora niveis superiores de expressdo s&o
alcancados durante o desenvolvimento larval (Kurzik-Dumke & Lohmann, 19856).

A. mellifera, essa proteina foi up regulada no cérebro de operarias campeiras (Kucharski
& Maleszka, 2002; Garcia et al., 2009). Garcia et al. (2009), portanto, sugerem que a
proteina letal (2) essencial para a vida pode estar de alguma forma envolvida na
regulacdo da idade em abelhas. Estudos adicionais sobre o papel dessa proteina na
glandula de Dufour de operarias de A mellifera sdo necessarios.

A proteina dissulfeto-isomerase (PDI) (spot 61) € uma enzima do reticulo
endoplasmatico que catalisa a formacao e quebra de ligacBes dissulfeto entre residuos
de cisteina das proteinas durante o seu dobramento (Wilkinson & Gilbert, 2004; Hatahet
& Ruddock, 2009). A PDI € uma proteina multifuncional envolvida no dobramento,
montagem e modificacfes pos-traducionais das proteinas nas quais ela atua (Goo et al.,
2002). Essa chaperona parece estar envolvida em outros processos celulares como
polimerizacdo dos filamentos de actina, expressdo génica e interacdes célula-célula
(Tabb et al., 1998; Frand et al., 2000).

A subunidade tipo alfa do proteassoma (spot 26), também identificada neste estudo
como pertencente ao grupo de proteinas do metabolismo proteico, faz parte de um
complexo proteolitico multicatalitico, o proteassoma. Proteinas danificadas ou né&o
necessarias para as células sao previamente ubiquitinadas e entdo, direcionadas para o
proteassoma para serem degradadas (Coux et al., 1996).

As proteinas acima estdo envolvidas nos processos de sintese de proteinas pelas
células e embora os produtos liberados pela glandula de Dufour das abelhas sejam em
sua maioria de natureza lipidica (Katzav-Gozansky et al., 1997a,b; Abdalla et al.,
2004a), essas proteinas podem estar envolvidas na sintese daquelas envolvidas em rotas
metabolicas de producéo de hidrocarbonetos, alcoois e ésteres que sdo comumente
identificados na secrec¢do dessa glandula em operarias nutridoras (Katzav-Gozansky et
al., 1997hKatzav-Gozansky et al., 2000; Martin & Jones, 2004; Richard et al., 2011).
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6.2.2. Metabolismo de carboidratos

Das proteinas identificadas no grupo de metabolismo de carboidratos que inclui
a fosfoglicerato mutase (spot 2), proteina Idgf4 tipo quitinase (spot 14) e enolase (spot
18), as duas primeiras foram observadas apenas nas glandulas de Dufour de campeiras,
enguanto a ultima teve maior abundancia nas glandulas de Dufour de nutridoras.

A fosfoglicerato mutase atua na conversao de 3-fosfoglicerato a 2-fosfoglicerato
na via glicolitica, que resulta na producdo de energia na forma de ATP e ,NADH
utilizada em varios processos celulares (Boit&ukless, 1974, 1981; Nelson & Cox,
2014). A proteina Idgf 4 tipo quitinase pertence a familia de fatores de crescimento do
disco imaginal (ldgfs), que sao estruturalmente relacionada a quitinases, mas ao
contrario destas, proteinas Idgf 4 tipo quitinase ndo posstigidade hidrolase. As
Idgfs sdo secretadas e transportadas para os tecidos-alvo via hemolinfa (Erban et al.,
2014). Em Drosophila, em cooperacdo com insulina, Idgfs estimulam a proliferacéo,
polarizacdo e motilidade das células do disco imaginal (Kawamura et al., 1999). Idgf4 é
considerada uma proteina relacionada ao desenvolvireeritovas de A mellifera (Li
et al., 2010a, b).

Enolase € a enzima responsavel pela conversdo de 2-fosfoglicerato a
fosfoenolpiruvato durante a oxidacdo da glicose (Nelson & Cox, 2014), que é o
principal substrato energético para varios tecidos em abelhas (Gmeinbauer &
Crailsheim, 1993; Becker et al., 1996; Blatt & Roces, 2001). Em adicdo a sua essencial
funcdo metabdlica na glicolise, outros estudos revelaram novos papéis para as enolases
na regulacdo transcricional (Kim & Dang, 2005), como atuacdo como proteina do
choque térmico (Aaronson et al.,, 1995), e ligacdo a polinucleotideos e proteinas do
citoesqueleto (Al-Giery & Brewer, 1992). Algumas enolases estdo localizadas
extracelularmente (Falabella et al. 2009) e est4 associada com uma proteina de ligacdo a
acido graxo extracelular na vespa parasita Aphidius ervi (Hymenoptera: Bracomidae)
(Falabella et al., 2005).

A maior abundancia de proteinas geradoras de energia proveniente do
metabolismo de carboidrato nas glandulas de Dufour de operarias campeiras
(fosfoglicerato mutase) e nutridoras (enolase) sugere que a glandula de Dufour de
ambas operarias participa de processos celulares com alto consumo energético,
mostrando que a glandula de Dufour permanece ativa por toda a vida da abelha (Abdalla
& Cruz-Landim, 2001b), talvez em grau variavel. A proteina Idgf 4 tipo quitinase foi up

regulada na hemolinfa de A mellifeegA. cerana nos estagios larvais e de pupa (Feng
27



et al.,, 2013 O papel desta proteina gé&ndula de Dufour de campesrprecisa de

investigagoes adicionais.

6.2.3. Metabolismo energético

Proteinas relacionadas ao metabolismo energético como arginina quinase (spot
13), subunidade beta da ATP sintase (spot 56) e ATPase do reticulo endoplasmatico
transicional (spot 10) foram up reguladas nas glandulas de Dufour de nutridoras.

Arginina quinase catalisa a transferéncia reversivel do grupo fosforil do ATP
para arginina resultando em uma fosfoarginina, um composto que atua como um
reservatorio de alta energia na forma de ligacdo fosfato (Nelson & Cox, 2014). Essas
reacbes regulam os niveis de fosfato inorganico (que afetam a glicogendlise e o
tamponamento de prétons) e o transporte de energia intracelular (Erban et al., 2014)
Muitas argininas quinases sdo encontradas na forma de mondmeros com massa
molecular relativa de aproximadamente 40 kDa. Mas em casos raros, a forma dimérica
dessas proteinas foi observada (van Thoai, 1968; Morrison, 1973). Embora arginina
quinase seja considerada uma proteina tipicamente citoplasméatic@éncias
experimentais baseadas em atividade enzimatica e imunofluorescéncia sagerem
presenca da arginina quinase em mitocondrias de certos artropode& (Mirtean,

1983; Hird & Robin, 1985; Doumen & Ellington, 1990; Ellington & Hines, 1991;
Chamberlin, 1997Pineda & Ellington, 1998). Arginina quinase foi up regulada em
adultos de Apis cerana cerana quando as mesmas foram submetidas a situacdo de
estresse bidtico e abidtico (Chen et al., 2015).

A subunidade beta da ATP sintase € parte de um complexo proteico (ATP
sintase) que sintetiza ATP acoplado ao transporte de prétons através da membrana
mitocondrial interna (Nelson & Cox, 2014).

A ATPase do reticulo endoplasmaético transicional (TER ATPase), a despeito de
pertencer ao grupo de proteinas relacionadas ao metabolismo energético, parece
desempenhar papéis bem diversos dos descritos para as proteinas acima. Ela pertence ¢
familia das AAA ATPase (ATPases associadas com varias atividades), uma grande
familia de ATPases envolvidas em varios processos celfBmsnann et al., 1991),
dentre os quais incluem endocitose mediada por receptorexptiafracelular de
membrana, degradagdo de proteinas e transporte acoplado (Forgac, 1998; Inoue et al.,
2005; Wilkens et al., 2005). A TER ATPase é necessaria para a fragmentacao das pilhas

membranosas do complexo de Golgi durante a mitose e sua remontagem ap0s a mitose
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ter se completado, além de estar envolvida na formacédo do reticulo endoplasmatico
transicional (tER) Wilkens et al., 2005).

Essas enzimas podem estar relacionadas, dentre outras func¢des, a grande
demanda de energia requerida para o transporte de substancias provenientes da
hemolinfa, que medeia trocas quimicas entre tecidos e 6rgaos, além de servir como
reservatorio de 4gua (Leta et al., 1996; Lavine & Strand, 2002; Hrassnigg et al., 2003;
Chan et al., 2006; Burmester & Hankeln, 2007) ou até mesmo 0 processamento desses
produtos pelas células glandulares para a posterior liberacdo no limen da glandula.
Andlises morfolégicas das células que constituem a glandula de Dufour de rainhas e
operarias de algumas espécies de abelhas, incluindo A mellifera, sugerem que as
mesmas sao capazes de captarem substancias da hemolinfa, como &cidos graxos
circulantes (Barrows et al., 1986; Abdalla et al., 1999a,b; Abdalla & Cruz-Landim,
2002, 2001b,c, 2004a,b, 2005; Abdalla, 2002), que podem ser usados como substratos
na producao de hidrocarbonetos e ésteres, presentes na secrecao da glandula de Dufour
desta abelha (Katzav-Gozansky et al., 1997a; Martin & Jones, 2004).

6.2.4. Metabolismo de lipidios

Proteinas relacionadas ao metabolismo de lipidios cooteipa de ligacdo a
acidos graxos (spot 16), fosfolipase A2 (spots 68 e 78) e hidrolase do éster carboxilico
(spot 73 foram up reguladas nas glandulas de Dufour de abelhas nutridoras, o que era
esperado dada a principal funcdo da glandula de Dufour como sintetizadora de
secrecBes de carater lipidico como feromdnio casta-especifico para sinalizar fertilidade
(Katzav-Gozansky et al.,, 1997, 2004; Dor et al., 2005), bem como ativar o
comportamento de agresséo durante a competicdo reprodutiva entre operarias (Malka et
al., 2008). As nutridoras aqui estudadas apresentavam ovarios ativados, indicando um
potencial para a producéo de svo

Proteinas de ligagdo a &cidos graxos (spot 16) representam um grupo de
pequenas proteinas soluveis (14-15 kDa), que podem se ligar de forma reversivel e com
alta afinidade a ligantes hidrofébicos tais como acidos graxos de cadeias longas
saturadas otnsaturadas (>14 carbonos) e outras substancias lipofilicas, incluindo
eicosanoides e retinoides (Furuhashi & Hotamisligil, 2008; Goh & Li, 2011). A esta
classe de proteinas foi proposta a facilitacdo e o transporte do acido graxo de cadeia
longa insoluvel no ambiente aquoso do citosol celular (Zimmeé&ndaerkamp, 2002

Haunerland& Spener, 2004a; Haunerland & Spener, 2004b; Esteves & Ehrlich, 2006;
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Furuhashi & Hotamisligil, 2008), transferindo os acidos graxos para as membranas
celulares e mediando o efeito dos acidos graxos na expressdo génica em diferentes
tecidos (Roat et al., 20L4Proteinas de ligacdo a acidos graxos tém sido reportadas no
intestino médio de Manduca sexta (Lepidopt&phingidae) (Smith et al., 1992), um

orgao que usualmente processa grandes quantidades de lipidios. Expressao diferencial
de proteinas de ligacao a acidos graxos entre castas foi observada por Evans & Wheeler
(1999), que demostraram que essas proteinas sdo expressas em larvas de operarias, ma
ndo em larvas de rainhas. Mais recentemente, diferencas na expressao de proteinas de
ligacdo a acidos graxos foram encontradas em estudos do proteoma das antenas de
rainhas, operarias e zangdes de Apis (Fang et al., 2012).

Hidrolases do éster carboxilico, também chamadas de carboxilesterases
catalisam a hidrélise de um éster carboxilico gerando como produtos &lcool e
carboxilato (Krisch, 1971). Elas sé@o capazes de hidrolisar varios xenobioticos e
substratos enddégenos contendo éster, tioéster e ligacdes amida, além de atuarem no
metabolismo de certas drogas e lipidios endégenos (Satoh, 1987).

Katzav-Gozansky et al (2003, 2004) propds um possivel mecanismo para a
producdo de ésteres, um dos principais componentes quimicos que diferenciam a
glandula de Dufour de rainhas e operarias de Alifer@l. Segundo esses autores 0s
ésteres sdo formados pela elongacdo de cadeias de &cidos graxos a grupos acil de cadeic
longa, e estes, por sua vez, sdo modificados a diferentes produtos finais, incluindo
reducdo a alcoois e subsequente esterificacdo por algumas acil-CoAs de acidos graxos.
Alcool eicosanol, um feromonio de alarme (Pickett et al., 1982; Martin & Jones, 2004)
em operarias de A melifera, é sugerido por Abdalla (2006) como uma substancia
intermedidria da via sintética de éster presente na secrec¢ao da glandula de Gufour. N
presenca da rainha, esta via € interrompida, e as operarias produzem apenas 0S
precursores dos ésteres, como o eicosanol, mas se as condi¢cdes forem favoraveis para as
operarias (colbnia sem rainha), a via sintética de éster prossegue e produz ésteres de
alcoois precursores. Isso poderia explicar o aumento da expressdo de proteinas
relacionadas ao metabolismo de lipidios na glandula de Dufour em operarias nutridoras,
gue sdo potencialmente produtoras de ovos na auséncia da rainha, uma vez que a
secrecdo da glandula de Dufour pode estar relacionada ao estado reprodutivo das
abelhas eussociais (Abdalla, 2006). A proteina de ligagdo a acidos gwxadrolase
do éster carboxilico, pelo menos em parte, podem atuar de forma direta ou indireta

nessa via sintética de éster.
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Fosfolipases A2 (PLA2) sdo uma superfamilia de enzimas lipoliticas que
catalisam a hidrolise da ligacdo sn-2 acil de glicerofosfolipidio para liberar acidos
graxos livres e lisofosfolipidios (Mingarro et al., 1995, Six & Dennis, 2000). BLA2
desempenham importantes funcfes nos processos que modulam a liberacdo de acido
araquidénico e o precursor de eicosanoides de potentes mediadores inflamatorios
(Rodriguez de Turco et al., 2002). Adicionalmente, as PLA2s atuam na defesa do
hospedeiro, em processos de transducdo de sinal e remodelagem da membrana
(Murakami & Kudo, 2002; Dennis, 1994, 1997). Em abelhas do género Apis, PLA2 tem
sido reportada como um dos principais componentes do veneno (uma mistura de
peptideos e proteinas), usados pelas abelhas para sua propria defesa e a da coldnia
(Kuchler et al.,1989Shen et al., 2002; Li et al., 200® papel da PLA2 na glandula de

Dufour onde ela foi expressa tanto em nutridoras quanto campeiras ainda nao esta claro.

6.2.5. Citoesqueleto

As proteinas do citoesqueleto identificadas nesse estudo foram todas da familia
das actinas (spot 33) com predominio da Actina-42A (spots 20, 38 e 40), presentes tanto
nas glandulas de Dufour de nutridoras quanto de campeiras. Actinas sdo umas das
proteinas mais abundantes e conservadas evolutivamente na maioria dos eucariotos.
Elas interagem com um grande numero de proteinas, e estdo envolvidas numa variedade
de processos bioldgicos, incluindo contragcdo muscular, motilidade celular, divisdo
celular, movimento de organelas e vesiculas, endocitose e sinalizacao celular (Pollard &
Cooper, 2009; Dominguez & Holmes, 2011). Dada a sua abundancia e atuacdo em
diversos processos celulares, estas proteinas devem estar relacionadas a diferentes

atividades celulasda glandula de Dufour.

6.2.6.Detoxificacao

Proteinas associadas a detoxificacdo e ao estresse oxidativo, que incluem
tiorredoxina peroxidase-1 (TPX-{spot 32) e glutationa S-transferase (GST) (spbts
e 70)foram up reguladas nas glandulas de Dufour de nutridoras.

TPXs e GSTs compreendem um grupo de proteimad\@das na degradacao de
substancias potencialmente danosas para as células, desempenhando papel crucial na
manutencdo da homeostase redox e na protecdo dos organismos contra o acumulo de
moléculas toxicas como as espécies reativas de oxigénio (ROS) (Yao et al., 2014),

detoxificacdo de compostos enddgenos e xenobidticos. Também desempenham funcdes
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no transporte intercelular, biossintese de hormoénios e resisténcia dos insetos contra
inseticidas (Enayati et al., 2005; Konus et al., 2013). Algumas glutationas sé&o
conhecidas em abelhas por terem alta atividade por produtos de peroxidagéo lipidica
(Singh et al., 2001) e foram observadas no musculo do véo e veneno (Peiren et al.,
2008).

O aumento da expressao de proteinas de detoxificacdo em operarias nutridoras
principalmente de agentes oxidantes, pode ser devido a maior atividade metabdlica
desta glandula nestas operarias que nas campeiras, pois 0 metabolismo celular
geralmente resulta na producéo de espécies reativas de oxigénio que séo toxicas para as
células (Alberts et al., 2015).

6.2.7. Homeostase

Ferritina (spot 5) foi up regulada nas glandulas de Dufour de nutridoras. Em
insetos, essa proteina € constituida por 12 cadeias leves e 12 cadeias pesadas (21-36
kDa) e apresenta peptideo sinal, que presumivelmente a conduz para vias secretorias
(Pham & Winzerling, 2010), consistente com os dados encontrados neste estudo. As
ferritinas compreendem uma familia de proteinas que transportam ions ferro,
contribuindo para a homeostase desse ion dentro da célula (Zhou et al., 2007). Os ions
ferro funcionam como cofatores em varios processos celulares, incluindo sintese de
nucleotideos, metabolismo do oxigénio, ciclo do acido citrico, producéo de esteroides e
aminoacidos nas células (Andrews, 2008), bem como significativo papel na resposta
imune (Paskewitz & Shi, 2005; Altincicek et al., 2008). Assim, a maior expressao nas
operarias nutridoras indica uma maior atividade das células nestas abelhas que nas

campeiras.

6.2.8. Proteina constitutiva

As anexinas (spot 27) pertencem a uma grande familia de proteinas de ligagdo a
fosfolipidios de maneira calcio-dependente (Gerke & Moss, 2002). Elas interagem com
varios componentes da membrana celular que estdo envolvidos em varios processos
celulares como organizagao estrutural da célula, sinalizag&o intracelular, modulagéo de
enzimas e fluxo de ions, controle do crescimento, e podem ainda atuar como canais de
calcio atipicos (Moss & Morgan, 2004). Elas foram reportadas em D. melanogaster
desempenhando importante papel durante o desenvolvimento embrionario desse inseto

(Konsolaki & Schupbach, 1998; Bejarano et al., 2008). No entanto, a presenca de
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anexinas na glandula de Dufour de operéarias nutridoras de A mellifera, com maior
abundancia, sugere a participagdo destas proteinas em outras funcdes metabdlicas
relativas a atividade da glandula.

6.2.9. Comunicacao celular

Proteina de ligacdo ao odorante OBP-13 (spot 28) pertence a uma classe de
proteinas de ligacdo ao odorante (OBPs) que desempenha importante papel na
comunicacdo quimica entre abelhas. Essa proteina foi up regulada na glandula de
Dufour de operarias nutridoras. O genoma de A mellifera compreende 21 OBPs (OBP
1-21) (Foret & Maleszka, 2006; Schwaighofer et al., 2014) que sao moléculas pequenas
e solluveis em agua, capazes de se ligar de forma reversivel a moléculas mensageiras tais
como odorantes e feroménios, que sdo geralmente moléculas hidrofébicas e de baixa
solubilidade (Horst et al., 2001; Pelosi et al., 2005). Embora as OBPs sejam comumente
expressas em 0rgdo sensoriais dos insetos como as sensilas gustatorias e olfatérias
(Pelosi et al., 2005), estudos com A mellifera demonstraram a presenga de OBPs em
antenas, ovarios, cérebro, cuticula (Forét & Maleszka, 2006), glandula mandibular
(lovinella et al., 2011), hemolinfa ( Eban et al., 2014) e cabeca de pupa (Zheng et al.
2017 e na glandula salivar da cabeca de Melipona quadrifasciata anthidioides (Elias-
Santos et al., 2013). As OBPs podem estar envolvidas em diversas fun¢des fisiologicas,
sequestrando ou liberando mensageiros quimicos, feroménios, dependendo do estado
fisiol6gico e comportamento das abelhas e sua maior expressao nas operarias nutridoras
pode estar associada a maior producao de feroménios pela glandula de Dufour nestas
abelhas.

6.2.10. Alergénica

Uma intrigante proteina identificada neste estudo foi a fosfatase acida do veneno
Acph-1. Esta proteina foi caracterizada como um componente do veneno em abelhas
(Peiren et al., 2005, 2008; de Abreu et al., 2010; Kim & Jin, 2014) e pertence a um
grupo de enzimas que hidrolisam fosfomonoésteres em pH acido. A Acph-1 atua como
um potente alérgeno, desencadeando fortes reagcdes em humanos (Hoffman, 1977;
Barboni et al., 1987; Grunwald et al., 2006). A presenca dessa proteina na glandula de
Dufour de operérias campeiras poderia sugerir alguma contaminacdo a partir da

glandula de veneno. Entretanto durante a retirada das glandulas de Dufour nao
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ocorreram rupturas dos reservatérios das glandulas de veneno. Assim, esta proteina

talvez atue em outros processos celulares nestas abelhas.

6.3. Interacdes proteina-proteina

A maior parte das proteinas identificadas nas glandulas de Dufour de operarias de A
mellifera e que foranup reguladas exibiu uma intricada rede de interagbes funcionais
entre si sugerindo que essas proteinas podem estar associadas direta ou indiretamente,
participando de uma mesma via de sinalizacdo ou processos celulares.

As proteinas relacionadas ao metabolismo proteico também interagiram com
praticamente todas as proteinas da rede de interacdo, mas interacdes entre ehas reforca
a funcd@o dessas proteinas nos processos de dobramento, localizacdo e degradacao de
proteinas (Goo et al., 2002; King & MacRae, 2015)

As proteinas que ndo apresentaram nenhuma interacdo funcional com as proteinas
foram submetidas individualmentemlises de interagao.

A proteina anexina (LOC409533), por sua vez, interagiu com as proteinas do
choque térmico 90 (Hsp 90), proteina chaperona que atua prevenindo a agregacao de
proteinas desnaturadas, assistindo o dobramento correto de proteinas recém-sintetizadas,
e guiando proteinas dobradas incorretamente a degradacdo mediada pelo proteassoma
(lwama et al., 1998). Hsp90 tem como princigaalvos receptors de hormoénios
esteroides, quinases de vias de sinalizacdo e varios fatores de transcri¢do (Young et al.,
2001). Além do mais, Hsp90 atua na regulacéo da transducédo de sinal, controle do ciclo
celular, apoptose e resposta imune (Whitesell & Lindquist, 200b}ra interacéo
funcional da anexina acontece com N-miristoil transferase (Nmt), que promove
miristoilacdo da proteina alvo, processo que consiste no ancoramento de acidos graxos
saturados de 14 carbonos (acido miristico) ao N-terminal de residuos de glicina da
proteina (Farazi et al., 2001; Martin et al., 2011). Proteinas miristoiladas desempenham
papel importanteem varias vias de transducdo de sinal, tais como proteinas quinases,
fosfatases, proteinas de ligacdo ao nucleotideo guanina, e proteinas regulatorias do
citoesqueleto (Wright et al., 2010Anexina também interage funcionalmente com
Abstrakt helicase de RNA dependente de ATP (abs), que é membro de uma familia de
ATPases dependente de RNA chamada proteinas DEAD-box (Irion et al., 2G9€4), qu
regulam aspectos da polaridade celular em ovdcitos e embrides de Drosophila (Irion &
Leptin, 1999; Irion et al., 2004). Por fim, a anexina interage funcionalmente com

proteinas da familia das caspases (LOC412235, LOC411381 e LOC410394), que atuam
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nos processos de morte celular programada por apoptose. Em organismos
multicelulares, apoptose é um mecanismo essencial requerido para remodelar tecidos e
eliminar células indesejaveis durante o desenvolvimento e/ou células contendo
patogenos intracelulares ou células com DNA danificado bem como células que estéo
proliferando inapropriadamente (Benedict et al., 2002; Teodoro & Branton, 1997).

Arginina quinase (Argk) exibe interacdes funcionais particularmente fortes com
uma proteina homologa da peptidase B caseinolitica (caseinolytic peptidase B protein
homolog) (GB10557-PA), uma chaperona pertencente a uma familia de ATPases
associadas a varias atividades celular, que inclui controle de qualidade da proteina,
fusdo de membrana e replicagdo de DNA (Ferndndez-Higuero et al., 2011) e com
myogenic-determination protein nautilus (nau), proteina envolvida na formacédo do
musculo embrionario em Drosophila (Misquitta & Paterson, 1999). Interacdes de
arginina quinase (Argk) com N-miristoil transferase (Nmt), que também exibiu
interacdo com a anexina, descrita previamente, também foi observada neste estudo.
RNA polimerase dependente @NA (Rpll215), um complexo enzimatico contendo
multiplas subunidaes (Chambon, 1975), € analoga a polimerases de outros eucariotos
em suas propriedades enzimaticas e estruturais (Greenleaf, 1975).

Glutationa S-transferase (GST) (LOC552283) interagiu fortemente com a proteina
JNK MAP kinase basket (bsk), que induz apoptose na asa e tecidos neurais em
Drosophila(Terashima & Bownes, 2005). Interagdes menos intensas foram realizadas
com as demais proteinas como aquelas responsaveis pela detoxificacdo celular,
glutationa S-transferase Z1(GstZ1) e glutationa S-transferase T1 (GstT1), e as proteinas
ypsilon schachtel (yp® 3-oxoacido CoA-transferase (LOC409157). As GSTs tém sido
bastante estudadas em insetos, em parte pelo envolvimento dessas proteinas na
detoxificacdo de uma variedade de compostos enddgenos e exdégenos danosos para a
célula, tais como produtos de peroxidacdo de lipidios, metabdlitos secundarios de
plantas e inseticidas (Després et al., 2007; Enayati et al., 2005; Hemingway & Ranson,
2000). Ypsilon schachtel (yps), produto do gene yps (Thieringer et al., 1997; Wilhelm et
al., 2000), pertence a familia de proteinas Y-box que séo proteinas de ligacédo a &cidos
nucleicos (Graumann & Marahiel, 1998; Matsum@o Wolffe, 1998). Todos os
membros desta familia ttm um dominio de ligacdo a acidos nucléicos e um dominio de
choque frio (Schindelin et al., 1993; Schindelin et al., 1994; Schroder et al., 2995).
proteina YPS parece regular a localizagcdo de RNA subcelular em ovérios de Drosophila

(Wilhelm et al., 2000).
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A proteina de ligacdo a acidos graxos (GB15299-PA) apresenta interacdes
funcionais com Paired box gene 6 (GB12355-PB), fator de transcricdo homdélogo a
HNF-4 (LOC725032), proteina dedo de zinco associada a O/E éBaxen up (SVPR)

Paired box gene 6 sdo membros de uma familia da fatores de transcricdo (familia Pax)
gue desempenham papel crucial em processos de desenvolvimento, tais como a
morfogénese do olho e desenvolvimento neural, organogénese e segmentacao em
Drosophila (Halder et al., 1995). O fator de transcricdo homdéldgNF4 € membro

de uma superfamilia de receptores de horménios esterodides (Costa et al., 1989; Sladek
et al.,, 1990; Mietus-Snyder et al., 1992). Em embribes de Drosophila em
desenvolvimento, HINF4 é expressa no intestino médio, corpo gorduroso e tubulos de
Malpighi, suportando o papel essencial de HNF-4 na formagéo inicial do intestino e na
organogénese (Zhong et al. 1993). A familia de proteieds de zinco associada a O/E
(Oaz), é parte de uma superfamilia de fatores de transcricdo, dedo de zinco tipo C2H2
(ZF) (Blitz & Cho, 2009). Esta proteina atua no desenvolvimento do espiraculo
posterior, um 06rgdo modelo na investigacdo das bases genéticas da morfogénese
(Krattinger et al. 2007). A proteina seven up (SVP) é um fator de transcricdo que
participa, em Drosophila, do controle da proliferacéo celular nos tibulos de Malpighi
(Kerber et al. 1998) e inibe a transcricdo dependente de ecdsona (Zelhof et al. 1995).

A proteina fosfatase acida do veneno Acph-1(Acph-1) exibiu interac6es funcionais
com proteina tipo fosfatase fosfotirosina de baixa massa molecular (LOC727300), que
assim como a Acph-1 também apresenta atividade de fosfatase acida. Essa enzima
catalisa a hidrélise de grupos fosfatos de residuos de fosfotirosina, resultando em
tirosina e ortofosfatos. Esta enzima foi reportada em alguns agentes infecciosos que
acometem alguns insetos, atuando em processos que permitem que a particula
infecciosa escape da resposta imune do inseto (Ahmed et al., 2008; Wang et al., 2016).
Acph-1 também exibiu interagdo funcional com a fosfoglicomutase 1 (Pgml), uma
enzima que catalisa a interconversdo bidirecional de glicose-1-fosfato e glicose-6-
fosfato (G-6-P) via um intermediério glicose-1,6-bifosfato, uma enzima essencial tanto
para a glicogendlise quanto para a glicogénese (Marchler-Bauer et al., 2613).
insetos, G-6-P pode entrar na via glicolitica ou na via de sintese da trealose, acucar
presenta na hemolinfa (Meyer-Fernandes et al., 2001) ou pode ser usada na sintese de
guitina (Muthukrishnan et al., 2012).

A fosfoglicerato mutase (LOC552736) exibiu interacdes funcionais bastante fortes

com a fosfoglicerato quinase (Pgkgliceraldeidoe 3-fosfato d@rogenase (Gapdh),
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triosefosfato isomerase (Tpiglicose-6-fosfato isomerase (LOC551)54ondizente
com o papel essencial destas enzimas na via glicolitica (Nelson & Cox, 2014). Em
adicdo, a fosfoglicerato mutase tambinteragiu funcionalmente com a histohid
(LOC411541), proteina pertencente ao octamero de histonas que foonmam
nucleossomo que constitui a cromatina (Alberts et al.,)2015

A proteina ldgf4 tipo quitinase (LOC413324) exibiu interagfes funcionais com as
proteinas de ligacdo a FK506 (FK506-bpGB12767PA). Estas proteinas séo
receptores intracelules do imunosupressor FK506 e possuem um dominio peptidil
prolil cis-trans isomerase (PPlase) N-teralin sendo altamente conservadas
evolutivamente (Golbik et al., 2005). O papel destas proteinas em insetos ainda ndo esta
claro. ldgf4 tipo quitinase também exibiu interacdo com a enolase K01689, proteina
essencial nas vias glicoliticas e gliconeogénicas (Nelson & Cox).2014

A composicdo quimica da secrecdo da glandula de Dufour foi identificada

principalmente por cromatografia em fase gasosa e espectrometria de massa, como
sendo composta por hidrocarbonetos de cadeia longa saturados ou insaturados, embora
outros compostos também possam ocorrer nesta glandula (Vinson et al., 1978; Duffield
et al., 1984; Kronenberg & Hefetz, 1984; Hefetz, 198yyertsen et al., 1995; Katzav-
Gozansky et al., 1997; Sledge et al., 2000; Abdalla et al., 2004; Amsalem et al., 2009;
Cardinal et al., 2010; Mitra et al., 2011; Bonckaert et al., 2012). As principais enzimas
para a biossintese de hidrocarbonetos séo acido graxo sintases, elongases, desaturases
redutases e P450 descarboxilase (Blomquist et al., 2012). Em A mellifera h& seis genes
para desaturases e 10 para elongases, sendo que alguns deles tém sido diferencialmente
expressos em operarias nutridoras e campeiras (Falcon et al., 2014). Entretanto, estas
enzimas do metabolismo de hidrocarbonetos ndo foram identificadas neste estudo,
talvez porque houve falhas em detectar formas pequenas de proteinas usando MALDI-
TOF/TOF ou também porque foram analisados apenas aqueles spots com diferenca
significativa na eletroforese bidimensional, sendo que estas enzimas podem ter o
mesmo nivel de expressao nas glandulas de Dufour de operérias nutridoras e campeiras.
Este resultado sugera necessidade de mais estudos para identificar a biblioteca

completa de proteinas da glandula de Dufour de A mellifera.
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7- CONCLUSAO

Neste estudo foi comparado o perfil proteico das glandulas de Dufour de
operarias nutridoras e campeiras de A mellifera. A composi¢cdo proteica da glandula
variou entre as operarias. Um total de 28 proteinas foi identificado sendo que 21 delas
foram mais abundantes em nutridoeasete, em campeiras. As proteinas identificadas
foram categorizadas em diferentes grupos funcionais, incluindo aquelas envolvidas nos
metabolismos proteico, energético, lipidico e de carboidratos, nos processos de
detoxificacdo, na homeostase, na comunicacdo celular, no citoesqueleto, proteinas
constitutivas e alergénicas. Os dados obtidos destacam a plasticidade funcional da

glandula de Dufour em operarias de diferentes idades e funcgdes.
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