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Resumo Geral

A calmodulina é uma proteina ligante de Ca*? importante em uma variedade de
funcdes celulares. O complexo Ca*?/calmodulina interage e regula varias enzimas
e proteinas-alvo, conhecidas como proteinas ligantes de calmodulina (CaMBPs).
Neste estudo, identificou-se de forma comparativa a composicao de CaMBPs no
cérebro de abelhas operarias Apis mellifera, visando relaciona-la com o
comportamento destas abelhas na colénia. Para isto, as CaMBPs do cérebro de
operarias campeira e nutridora foram purificadas através de cromatografia de
afinidade, separadas em gel 1D, digeridas e submetidas a analise por peptide
mass fingerprinting (PMF) para identificacdo. Em analise PMF, 21 proteinas
diferentes foram identificadas, sendo duas somente em operaria campeira e 13
em nutridora, consideradas proteinas comportamento-especificas. Todas as
proteinas foram classificadas quanto a sua fungéo e localizagédo celular, em que
se observou maior expressdo de CaMBPs relacionadas ao metabolismo, para
ambas operarias. Além disso, as sequéncias foram analisadas quanto a presenga
do sitio ligante de calmodulina. Os resultados apresentados aqui indicam que a
mudang¢a de comportamento na colbnia leva a uma alteragdo na composi¢ao de
CaMBPs e, possivelmente, na fungdo destas proteinas no cérebro das abelhas
operarias Apis mellifera.

Palavras-chave: calcio, calmodulina, cérebro, comportamento, Apis mellifera,
MALDI-TOF.



Introducgao Geral

Calmodulina

A calmodulina (CaM) é uma proteina pequena, com aproximadamente 149-
150 aminoacidos, ponto isoelétrico entre 3.9-4.3 e massa molecular de 16 kDa
(Polans et al., 1996). E uma proteina ligante de calcio (Ca*™) e a andlise da sua
estrutura tridimensional mostrou dois dominios globulares conectados por uma
alfa-hélice central onde residem motifs helix-loop-helix (EF-hands), que se ligam
por afinidade ao Ca*®. A CaM multifuncional contém um par N-terminal com EF-
hand 1 e EF-hand 2, e C-terminal com EF-hand 3 e EF-hand 4 (Cheung, 1980;
Babu et al., 1988; Putkey et al., 1988).

Kurokawa e colaboradores (2001) sugerem que a principal diferenca na
interacdo da CaM com seus alvos esta relacionada com o dominio N-terminal que
mostra diferenga estrutural na orientagdo da helix EF-hand, enquanto o dominio
C-terminal permanece inalterado.

A comparacao da estrutura e fungdo da CaM em diferentes organismos
indica que essa molécula é altamente conservada (Waisman et al., 1975; Dedman
et al., 1978; Krebs, 1981). Embora algumas espécies possuam mais que uma
isoforma, a CaM tem se alterado pouco durante a evolugao, tanto que a CaM de
mamiferos e microorganismos eucaridticos diferem somente num pequeno
numero de aminoacidos funcionalmente idénticos (Klee et al., 1988).

As duas metades da molécula sdo muito semelhantes, possuindo quatro
dominios ligantes de Ca™. A ligacdo de Ca' a CaM causa uma mudanca
conformacional na molécula, de tal maneira que o complexo Ca*?/CaM interage e
regula varias enzimas e proteinas-alvo (CaMBPs) envolvidas em diferentes
aspectos da atividade celular (Cheung, 1980; Means et al., 1982; Babu et al.,
1988).

As CaMBPs compreendem um grupo diversificado, relacionado pelo fato de
que essas proteinas interagem com a CaM. Essa interagdo é regulada
usualmente pelo nivel intracelular de ions Ca*? e baseado nisso é possivel que as
CaMBPs se classifiguem em trés categorias: Ca‘’-dependente, Ca'’-
independente e Ca*%inibido (O’Day, 2003).

Algumas CaMBPs Ca*?-dependentes tem um ou mais dominios ligantes de



CaM com aproximadamente 20 residuos de aminoacido, e tém sido agrupadas
em dois motifs relacionados, baseados na posi¢gao dos residuos hidrofébicos
conservados (Crivici & lkura, 1995; Rhoads & Friedberg, 1997), como 1-8-14
(Dasgupta et al., 1989) e 1-5-10 (Picciotto et al., 1993).

A CaM pode também ligar CaMBPs de maneira Ca**-independente através
de uma sequéncia consenso chamada motif 1Q, mostrado em miosina-ll e
miosinas nao-convencionais (Wolenski, 1995). Algumas regides do cérebro de
rato contém poucas CaMBPs Ca**-independentes, mas expressam um grande
nimero de CaMBPs Ca*?-dependentes (O’Day et al., 2001a, 2001b).

Existe um numero limitado de CaMBPs Ca**inibido, que somente liga a
CaM na auséncia de fons Ca*?, como a neurogranina e neuromodulina (Jurado et
al., 1999; Gauthier & O’Day, 2001).

Técnicas variadas tém sido utilizadas para o estudo individual da interacao
proteina-proteina, incluindo phage display (Smith, 1985; Rossenu et al., 1997),
sistema duplo hibrido (Fields & Song, 1989), arranjos de proteinas (Macbeath &
Schreiber, 2000), técnicas de cromatografia (Larson et al., 1988; Beeckmans,
1999) e overlay (Larson et al., 1990; O’Day, 2003; Reddy et al., 2002), dentre
outras. No entanto, esses métodos sdo geralmente usados para o screening de
proteinas em um pool.

A CaM biotinilada também tem sido utilizada em gel de overlay e em
Western blots, mas detecta poucas proteinas. Provavelmente devido o tamanho
grande do grupo biotina cruzado que pode interferir na ligagdo da CaM. Outra
técnica que tem sido utilizada na busca e identificacdo de CaMBPs é o SDS-
PAGE 2D (O’ Day, 2003).

Utilizando técnica de selecéo de proteinas in vitro baseada em amplificagéao,
Shen e colaboradores (2005) identificaram CaMBPs de humano. Das 77
sequéncias, 48 eram de 6 classes bem conhecidas, incluindo diferentes isoformas
(o, B, 8, €) de proteinas kinase dependentes de Ca*¥/CaM (20 clones), isoformas
(o, B, 8) de proteinas fosfatase Ca*?/CaM-dependente (9 clones), ATPase
Ca*%/transportador (11 clones), alfa-spectrina Il (4 clones), fosfoinositidio-3-kinase
(3 clones) e miosina-1 (1 clone).

A CaM pode regular diversas unidades funcionais via a regulagdo de

CaMBPs (llustracado 01), e para estudar esses mecanismos tem se utilizado a



protedémica. O proteoma pode ser subdividido em unidades funcionais que fazem
parte de grupos de proteinas que interagem por uma fungao especifica ou sao
reguladas simultaneamente em um grupo. Uma nova area da proteémica envolve
processos da dinamica celular, onde novas estratégicas experimentais estao
surgindo incluindo gendmicas celular, biofisica e fisiolégica (O’'Day, 2003).

Berggard e colaboradores (2006) mostraram em estudo recente que a
associacao da cromatografia de afinidade e a espectrometria de massa € util na
identificacao de CaMBPs.
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localizagao e fungao (O’Day, 2003).

Diferentes papéis podem ser desempenhados pela CaM associada a
CaMBP, como sintese e degradagdo de nucleotideos, transcricdo de genes,
regulacao de diferentes sistemas de transporte, controle do metabolismo celular,
organizagao do citoesqueleto, citocinese, contragdo muscular, regulagdo do
volume osmatico, endocitose e exocitose, fertilizagdo do zigoto, comunicagao
intercelular, proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose (Klee & Vanaman,
1982; Carafoli, 1987; Chin e Means 2000; Carafoli et al., 2001) .

A CaM também participa da regulacdo de muitas atividades celulares,

através de enzimas que interagem com o complexo Ca*?/CaM ou sao fosforiladas



por proteinas quinases dependentes de Ca*?/CaM. A fosforilagdo de proteinas é
considerada uma das importantes vias em que a transdugédo de sinal Ca**/CaM

regula a fungao celular (Kato et al., 1992).

Abelha Apis mellifera

A abelha A. mellifera € um valioso organismo a ser estudado por sua
importancia econdmica: para a agricultura, na polinizacdo de varias culturas e na
producdo de mel; para a area da saude, na produgado de apiterapicos; e para as
ciéncias biologicas, por suas caracteristicas morfologicas, fisiolégicas e
comportamentais.

Estudos com A. mellifera tem valor agregado por ser uma espécie que
integra interesses de muitas areas, sendo que as implicagcdes destes estudos
representam um passo inicial para a compreensao de processos biologicos
fundamentais, tais como: desenvolvimento ontogenético, formagdo de casta,
aprendizagem e memoria, envelhecimento, transporte e motilidade celular,
biossinalizagao e outros.

Os principais aspectos dos insetos sociais sdo, o0 altruismo expresso nos
membros da colénia, a complexa divisdo de trabalho e a fascinante plasticidade
demonstrada com as mudangas ambientais. Esse comportamento social é o
resultado da interacao dos diferentes niveis de organizagdo biolégica em que
genes expressao proteinas e peptideos que constituem os sistemas nervoso e
muscular, regulando suas sinteses, interagindo com outras; e além de alguns
horménios peptidérgicos ou neurohorménios sintetizados e processados por
neurdnios e células neurosecretorias, afetando o comportamento dos individuos
(O’'Shea & Schaffer, 1985; Tublitz & Evans, 1986; Nassel, 1993; Page & Erber,
2002).

Em abelhas, a divisdo de trabalho € mais bem visualizada por operarias que
mudam suas fung¢des conforme a idade e outros fatores. A relagado da idade com
a divisdo de trabalho é a forma mais comum encontrada entre operarias em
sociedades de insetos e ¢é baseada nos padrées do desenvolvimento
comportamental de cada individuo (Robinson, 1992). Tipicamente, nas abelhas
jovens de 3-5 dias, a glandula hipofaringeal localizada na cabecga, produz a

enzima invertase usada para processar néctar em mel. De 6-11 dias, a glandula



esta completamente desenvolvida e as operarias realizam tarefas dentro da
colénia (nutridora). De 17-20 dias, a glandula mostra a atividade primaria da
invertase (Maurizio, 1965; Simpson et al., 1968), possibilitando o processamento
do mel; além de secretar um feromdénio de alarme (2-heptanona) (Cassier &
Lensky, 1991). Quando as abelhas comegam a guardar e forragear, com 2-3
semanas, a glandula do veneno ja produz uma quantidade maxima de veneno
(operaria campeira) (Winston, 1987).

Esta divisao de trabalho € um politeismo temporal flexivel (Beshers et al.,
2001) e, também, um processo altamente regulado pela taxa de hormdnio
circulante (Sullivan et al., 2000), por rea¢des quimicas no cérebro (Schulz &
Robinson, 1999; Wagener-hulme et al,, 1999) e por mudangas estruturais do
cérebro (Withers et al., 1993). Todos 0s genes categorizados por Tsuchimoto e
colaboradores (2004) como transportadores de neurotransmissores, canais de
ions e componentes do padrdo de sinais de transdugao sao mais expressos em
operaria campeira comparado com nutridora.

A experiéncia pode levar a mudangas no numero, tamanho e complexidade
das sinapses. As evidéncias de mudangas na estrutura do cérebro, por
experiéncia induzida, tém sido mostradas em abelha (Gronenberg et al., 1996;
Julian & Gronenberg, 2002). Além disso, em A. mellifera, mudangas no volume
cerebral mostram forte correlagdo com mudangcas no comportamento e com a
idade (Withers et al., 1993; Withers et al., 1995; Winnington et al., 1996; Sigg et
al., 1997; Fahrbach et al., 1998; Farris et al., 2001).

Na colbnia, tanto a divisdo de trabalho quanto a plasticidade exibida pelas
operarias adultas sdo regulados hormonalmente. Nesses processos, niveis de
horménio juvenil aumentam prematuramente no cérebro (Huang & Robinson,
1992; Fahrbach & Robinson, 1996) e as abelhas passam a forragear mais cedo
(Robinson, 1987), além de servir como “marcapasso” no desenvolvimento
comportamental (Huang et al., 1991, Sullivan et al., 2000).

Enquanto as operarias nutridoras possuem comportamento higiénico bem
desenvolvido, removendo membros da ninhada que estejam doentes ou
contaminados para fora da colénia (Spivak et al., 2003) e cuidando das larvas,
nutrindo-as com geléia real (Winston, 1987); as operarias campeiras forrageiam,

navegando varios quildmetros, visitando centenas de flores, de maneira rapida e



eficiente em busca de comida, aprendendo e memorizando os locais de interesse
(Robinson et al., 1997).

A partir disso, as diferengas entre as operarias nutridora e campeira foram
analisadas quanto a aprendizagem olfatéria e percebeu-se que n&o ha diferengas
em relagdo aos processos sensorial € motor, mostrando que ambas possuem tal
habilidade (Ben-Shahar & Robinson, 2001). No entanto, em um estudo das
mudancgas estruturais do cérebro, duas regides apresentaram volumes distintos
para essas operarias. Enquanto a nutridora possui glomérulos olfatérios maiores,
a campeira possui corpos de cogumelo com maior volume. Sugere-se que esse
padrédo de variacdo pode estar relacionado com a funcdo desempenhada na
colméia, ja que as nutridoras necessitam de melhor olfato e as campeiras, por
outro lado, demandam de mecanismos de memoria e aprendizagem mais
eficientes (Withers et al., 1993).

Sendo assim, as abelhas garantiram seu sucesso adaptativo por possuirem
um sistema sensorial eficiente (Oleskevich et al., 1997), fazendo com que elas
sejam consideradas um modelo neurobiolégico para estudos de aprendizagem e
memoria comportamental nos niveis celular e molecular (Giurfa et al., 2001) por
trés motivos: 1) por sua riqueza comportamental, incluindo sua capacidade de
memodria e aprendizagem (Menzel & Giurfa, 2001); 2) acesso experimental em
termos de se controlar o treinamento do individuo, com poucas variaveis, como
realizado em condicionamentos olfatério e visual (Takeda, 1961; Bitterman et al.,
1983); 3) acessibilidade ao sistema nervoso central em experimentos que sejam
necessarios apenas a retirada da cuticula da cabeca e a exposi¢cdo do ceérebro,

nao ocorrendo o sacrificio do animal, mas estudando-o in vivo (Menzel, 2001).
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Capitulo Unico

Identificagao de proteinas ligantes de calmodulina no cérebro de abelhas

operarias campeira e nutridora Apis mellifera L.
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Resumo

A calmodulina é uma proteina ligante de Ca*?, importante em uma variedade
de funcdes celulares. O complexo Ca*?/calmodulina interage e regula varias
enzimas e proteinas-alvo, conhecidas como proteinas ligantes de calmodulina
(CaMBPs). Neste estudo, identificou-se de forma comparativa a composicao de
CaMBPs no cérebro de abelhas operarias Apis mellifera, visando relaciona-la com
0 comportamento destas abelhas na colénia. Para isto, as CaMBPs do cérebro de
operarias campeira e nutridora foram purificadas através de cromatografia de
afinidade, separadas em gel 1D, digeridas e submetidas a analise por peptide
mass fingerprinting (PMF) para identificacdo. Em analise PMF, 21 proteinas
diferentes foram identificadas, sendo duas somente em operaria campeira e 13
em nutridora, consideradas proteinas comportamento-especificas. Todas as
proteinas foram classificadas quanto a sua fungéo e localizagédo celular, em que
se observou maior expressdo de CaMBPs relacionadas ao metabolismo, para
ambas operarias. Além disso, as sequéncias foram analisadas quanto a presenga
do sitio ligante de calmodulina. Os resultados apresentados aqui indicam que a
mudang¢a de comportamento na colbnia leva a uma alteragdo na composi¢ao de
CaMBPs e, possivelmente, na fungdo destas proteinas no cérebro das abelhas
operarias Apis mellifera.

Palavras-chave: calcio, calmodulina, cérebro, comportamento, Apis mellifera,
MALDI-TOF.
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Abstract

The calmodulin is a Ca**-binding protein, important in a wide variety of cellular
functions. The complex Ca*?/calmodulin interacts and regulates several enzymes
and target-proteins, known as calmodulina-binding proteins (CaMBPs). This study
identified comparatively the composition of CaMBPs in the brain of the workers
honeybees Apis mellifera, aiming to relate the their behavior in the colony. For
that, the CaMBPS from the foragers workers and nurses brain were purified by
affinity chromatography, separated in gel 1D, digested and analysed to peptide
mass fingerprinting (PMF) for identification. In PMF, 21 proteins were identified,
being 2 just in foragers workers and 13 in nurses, considered specific-behavior
protein. All proteins were classified according to their function and cellular location,
it was observed a bigger intensity of CaMBPs related to metabolism, for both
workers. Besides, the sequences were analyzed as for that the presence of 1Q
motif. The results here presented indicate that behavior change in the colony
changes the CaMBPs composition and, possibly, in the protein function in the Apis

melilifera workers brain.

Key-words: calcium, calmodulin, brain, behavior, Apis mellifera, MALDI-TOF.
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Introducgao

A calmodulina (CaM) é uma proteina multifuncional pertencente a familia das
proteinas EF-hands ligantes de calcio (Ca*), possuindo uma estrutura muito
conservada durante a evolugao (Klee et al., 1988). O complexo Ca**/CaM interage
e regula varias enzimas e proteinas-alvo (CaMBPs) envolvidas em diferentes
aspectos da atividade celular, tais como transcricdo de genes (Carafoli et al.,
1997), citoesqueleto (Espindola et al., 1992), endocitose e exocitose (Colombo et
al., 1997; Chamberlain et al., 1995), entre outras.

Muitas CaMBPs ja foram e tém sido identificadas e caracterizadas em
tecidos especificos de diferentes organismos. Esses estudos sao importantes
para o entendimento das principais vias de transdugcdo de sinal mediadas por
Ca'*?/CaM, e com este objetivo técnicas variadas tém sido utilizadas no estudo da
interagdo proteina-proteina, incluindo phage display (Rossenu et al., 1997),
sistema duplo hibrido (Fields & Song, 1989), arranjos de proteinas (Macbeath &
Schreiber, 2000), técnicas de cromatografia (Larson, 1988), RNAm display (Shen
et al., 2005) e overlay (O’Day, 2003; Larson et al., 1990).

Estudos protedmicos envolvendo processos da dindmica celular tém
mostrado que essa estratégia experimental é favoravel a identificacdo de novas
CaMBPs utilizando cromatografia de afinidade associada a espectrometria de
massa (Berggard et al., 2006). Nesse modelo, a CaM quando ligada ao Ca*?
muda sua conformagdo permitindo a ligagdo de proteinas-alvo via sitio
hidrofébico. Por outro lado, a CaM também pode se ligar a CaMBPs de maneira
Caindependente através de uma seqiiéncia consenso, motif 1Q (Wolenski,
1995).

Por abordagem proteémica, de forma comparativa, nos identificamos as
CaMBPs do cérebro de abelhas operarias campeira e nutridora Apis mellifera.
Essas abelhas s&o insetos sociais interessantes como modelo de estudos
neurobioldgicos porque sdo dotadas de capacidade cognitiva e habilidade social,
além de recentemente entrarem na lista dos insetos que possuem seu genoma
totalmente sequenciado (The honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006).
Em colbnia, operarias nutridoras alimentam e cuidam da abelha rainha, fazendo a
manutengdo da colméia, enquanto as campeiras trabalham fora da colénia

buscando néctar e pdlen. O forrageamento envolve aprendizagem e memorizagao

19



do local onde se encontra o alimento, capacidade de navegag¢ao e comunicagao;
e, por outro lado, o cuidado dentro da colméia necessita de olfato agugado,
principalmente na percepgdao de feromodnios (Fahrbach et al., 1995; Menzel &
Muller, 1996; Menzel & Giurfa, 2001).

A alteracdo comportamental na colénia € acompanhada por mudangas no
sistema enddécrino, e na quimica e estrutura cerebral. Neste trabalho nés
identificamos diferentes CaMBPs no cérebro das operarias Apis mellifera e
agrupamos essas proteinas em classes distintas conforme sua funcéo
desempenhada no cérebro, como também analisamos suas sequéncias quanto a

presenga do motif IQ.
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Material e Métodos

Material biolégico

Abelhas operarias campeira e nutridora Apis mellifera, fornecidas pelo
Apiario Girassol Ltda, de Uberlandia-MG foram inicialmente anestesiadas em gelo
e, a sequir, dissecadas. As operarias foram diferenciadas conforme suas
estruturas anatébmicas (quantidade de pélos e danos nas asas) e quanto ao
desenvolvimento da glandula hipofaringeal, que foi retirada durante a dissecacéo.
Os cérebros foram removidos, congelados em nitrogénio liquido e armazenados

em microtubo a -80°C.

Cromatografia de afinidade

Um volume de resina sepharose-4B contendo calmodulina acoplada (CaM-
sepharose-4B, Amersham Pharmacia Biotech) foi preparada utilizando-se 10
volumes do tampao de equilibrio (60 mM Tris-HCI pH 7.5, 2 mM CaCl,, 1 mM -
mercarptoetanol) contendo 200 mM NaCl. Amostras com 150 cérebros de
operaria campeira ou nutridora foram homogeneizadas em trés volumes de
tampao de homogeneizagcdo (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA, 1 mM -
mercarptoetanol, 1 mM benzamidina, 0.2 mM PMSF, 0.1 M aprotinina, 20 ug/mL
leupeptina, 0.1 mM pefabloc), em gelo. O homogeneizado foi centrifugado a
50.000 xg por 1h a 4°C. Amostras de 3.5 mg de proteina foram preparadas para a
cromatografia de afinidade CaM-sepharose-4B, pela adicao de 2 mM CaCl,,
seguida de incubacdo com a resina por 2h, em gelo. Retirou-se o void e em
seguida lavou-se a resina com 10 volumes de tampao de equilibrio contendo 200
mM NaCl e 10 volumes do mesmo tampao com 500 mM NaCl, sendo estas
fracdes coletadas para analise posterior. Nesta etapa todos os procedimentos
foram realizados em tubo falcon, utilizando voértex na sua menor rotagdo e
centrifugacdo a 2000 xg a 4°C, para coletar as fragdes void e lavados. A resina foi
montada em coluna de vidro (10 x 0.5 cm) e as CaMBPs eluidas com tampao
contendo 50 mM Tris-HCI, 2 mM EGTA, 1 mM B-mercarptoetanol e 0.2 mM

PMSF. A purificacgao foi realizada em triplicada.
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Deteccao de proteina e precipitacao com TCA

Para visualizar dentro da curva de eluicdo quais os picos protéicos, realizou-
se a deteccgao protéica utilizando microplacas de 96 wells, contendo em cada well
15 uL de amostra e 45 uL de reagente de Bradford (Bradford, 1976). As amostras
detectadas como positivas foram destinadas ao procedimento de dosagem da
concentragao protéica, realizado em espectrofotobmetro a 595 nm. As amostras
com valores abaixo de 2 pg de proteina/uL foram concentradas por precipitagcao
com TCA 10% na proporcao de 1:1 (v/v), sendo incubadas por 15 minutos em
gelo e centrifugadas a 12.000 xg por 10 minutos a 4°C. O precipitado concentrado
em proteinas foi solubilizado em reduzido volume de tampao da amostra-padrao
para eletroforese contendo adicionalmente 100 mM Tris-HCI pH 8.0 e glicerol. As
amostras foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE 1D 5-22% (Laemmli &

Favre, 1973) e o gel foi corado com Coomassie Brilhant Blue R-250.

Peptide mass fingerprinting (PMF)

A fracdo da coluna de CaM-sepharose-4B eluida com EGTA foi analisada
em SDS-PAGE 1D. A digestao dos polipeptideos corados em gel foi realizada
para identificacao das proteinas ligantes de calmodulina. O método baseou-se na
redugdo de proteinas com DTT, alquilacdo com acetonitrila e digestdo com
tripsina. Os fragmentos obtidos foram submetidos a microcromatografia em ZipTip
C18 Milipore (Billerica, MA, USA) seguida por espectrometria de massas em
equipamento Bruker Reflex IV por tempo de v6o com desorgao a laser e ionizagao
assistida por matriz (MALDI-TOF). Os picos conhecidos de produtos de autolise

de tripsina e de contaminantes de queratina foram removidos.

Busca em bancos de dados

As proteinas foram identificadas por peptide mass fingerprinting e para
busca em banco de dados utilizou-se o software Mascot (Perkins et al., 1999)
admitindo scores > 65 (correspondendo para o p value < 0.05), e Profound (Zhang
e Chait, 2000) admitindo Est'd Z < 1.8, sendo ambos para NCBInr. Nao restringiu-
se a massa molecular das proteinas ou a linhagem filogenética, e a tolerancia de
massa foi admitida no intervalo de 0.5-0.2 Da para dados monoisotopicos, MH".

A sequéncia das proteinas que nao foram identificadas para o organismo
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Apis mellifera foram submetidas ao Blastp, utilizando o banco BeeBase
(http://racerx00.tamu.edu/blast/blast.ntml), admitindo para a busca todas as
proteinas preditas. As proteinas também foram classificadas funcionalmente
utilizando Swiss-Prot/TrEMBL (http://br.expasy.org/sprot), e as ndo-categorizadas
foram classificadas conforme a localizagdo celular, seguindo o banco Psortll
(http://psort.nibb.ac.jp/form2.html). Além disso, a seqliéncia de todas as proteinas
foram checadas no banco de dados quanto a presenca de motif ligante de CaM

(http://calcium.uhnes.utoronto.ca/ctdb).
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Resultados e Discussao

Os resultados deste estudo foram obtidos por abordagem protedmica para
identificar proteinas do cérebro das abelhas operarias campeira e nutridora Apis
mellifera que interagem com o complexo Ca™?/CaM, utilizando cromatografia de
afinidade e eluicdo com EGTA. Apdés a fracdo eluida da coluna de CaM-
sepharose-4B ser submetida a SDS-PAGE 1D, visualizou-se um perfil protéico
diferente para as operarias, sendo sete bandas para campeira e 19 para
nutridora, prevalecendo proteinas de massa molecular menor que 100 kDa para
ambas as abelhas (Figura 01). As bandas foram excissadas do gel, digeridas e a
massa dos peptideos identificada pelo MALDI-TOF. Através da busca em banco
de dados, um total de 23 bandas mostrou presengca de uma unica proteina.
Dessas, 21 proteinas diferentes foram identificadas como mostra a tabela 01.

Duas proteinas apresentaram sequéncias comuns para campeira e
nutridora, referidas como predicted similar to a) clathrin heavy chain (2C e 4N) e
b) choline o-acetyltransferase (3C e 6N). Além disso, duas proteinas
apresentaram fungdo comum para as operarias, como predicted similar to a) heat
shock protein 8 isoform (4C) e heat shock cognate 70 protein (7N), e b) 60 kDa
heat shock protein (6C) e ENSANGP00000014839 (8N). Para as proteinas
comportamento-especificas, duas foram identificadas somente em campeira e 13
em nutridora.

As sequéncias que nao foram identificadas diretamente para o organismo
Apis mellifera (10N e 12N) foram submetidas ao Blastp, tendo como resultado
proteinas  com correspondéncia direta e funcional, como: a)
ENSANGP00000015039 (actin) Anopheles gambiae - predicted similar to actin

isoform 1 e b) ODR-3 Caenorhabditis remanei - predicted similar to Guanine

nucleotide-binding protein G subunit alpha.

As proteinas também foram classificadas funcionalmente em: trafego
vesicular (1), sinalizagao (1), nuclear (2), citoesqueleto (3), metabolismo (8) e néo-
categorizadas (4). As nao-categorizadas foram classificadas conforme a
localizagao celular em citoplasma (1), mitocéndria (1) e extracelular (2) (Grafico
01).

Trafego vesicular: Além do papel na exocitose participando do complexo
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SNARE (De Haro et al., 2003), a CaM esta envolvida na fusdo endosomal
(Colombo et al., 1997). Nés identificamos como CaMBP, para ambas operarias,
um predito para cadeia pesada de clatrina, uma proteina envolvida na endocitose
de vesiculas sinapticas (Brodin et al., 2000)

Sinalizagdo: Uma proteina de sinalizagao, proteina-G ligante de guanina, foi
identificada como CaMBP no cérebro de nutridora. Pertencente a familia das
proteinas-G, participa das vias de olfato de vertebrados e invertebrados,
principalmente na percepgao de feromoénios (Berghard & Buck, 1996). A
transducgao visual e a participacdo da proteina-G nesta cascata de sinalizagao ja
foram bem detalhadas para Drosophila melanogaster (Hardie & Raghu, 2001).
Provavelmente, esta proteina esteja associada a alguma CaMBP pertencente a
sinalizagdo neuroquimica da abelha.

Nuclear. CaMBPs estao presentes no nucleo de diferentes tipos celulares,
sugerindo que estejam envolvidas na regulagdo de suas fungdes. Nesta classe
foram categorizadas duas proteinas. A proteina similar to RIKEN c¢DNA
9330199A09 gene, identificada em campeira (5C), é uma ligante de DNA, ions
metalicos e zinco, e em Gallus gallus corresponde a uma Zinc finger protein 629.
Por outro lado, surpreendentemente, o predito similar to dyslexia susceptibility 1
foi identificado como CaMBP no cérebro de nutridora (18N). A dislexia é uma
desordem neuronal humana com base genética, estando o gene expresso no
cérebro, entre outros tecidos em humanos (Taipale et al., 2003). No entanto,
ainda nao ha relato da prevaléncia desta proteina no cérebro de abelha, apesar
que para D. melanogaster quatro genes tém sido investigados como candidatos
para dislexia (McGrath et al., 2006).

Citoesqueleto: Trés proteinas de cérebro de nutridora foram identificadas
como CaMBPs: a-spectrina, o-tubulina e actina. A spectrina € uma proteina
ligante de Ca'¥CaM muito bem descrita e j& demonstrada em células
fotoreceptoras de abelha zangdo A. mellifera (Baumann, 1998). A tubulina é o
principal constituinte do microtibulo e a sua estrutura é altamente conservada
entre as espécies. A actina é também uma proteina conservada, envolvida em
varios tipos de motilidade celular, sendo também descrita nas células
fotoreceptoras de zangao (Baumann, 2001) e em ovarios de A. mellifera (Schmidt
Capella & Hartfelder, 2002).
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Metabolismo: Neste trabalho, grande parte das proteinas identificadas foi
reunida na classe de enzimas metabdlicas (38%). De fato, dados descritos por Su
e colaboradores (2003) sugerem que componentes ATPase e glicoliticos formam
um metabolon para maximizar o abastecimento de energia; além disso, mudancas
nas fungdes cognitivas podem indicar mudangas no metabolismo do cérebro
(Korol & Gold, 1998). Em nosso trabalho, identificou-se como CaMBPs oito
proteinas envolvidas no metabolismo, sendo uma identificada em campeira (7C),
seis em nutridora (5N, 11N, 13N, 15N, 16N e 17N) e uma de ocorréncia em
ambas (3C e 6N).

A colina O-acetiltransferase, identificada em ambas operarias, € a enzima
responsavel pela sintese do neurotransmissor acetilcolina. Estudos em D.
melanogaster mostraram que essa enzima e 0 seu RNAmM estdo expressos
somente em neurdnios que usam a acetilcolina como neurotransmissor (lkeda &
Salvaterra, 1989).

O predito similar to CG4511-PA (7C), identificado em campeira, é
correspondente a tioredoxina redutase, uma flavoproteina que faz parte do
sistema de protecdo a reacdo com oxigénio de espécie citotdxico (Williams,
2000), atuando como anti-oxidante intracelular (Missirlis et al., 2001) e
expressando-se em condi¢des de estresse (Horibe et al., 2004). Desempenhando
a mesma fungao de enzima antioxidante, a glutationa S-transferase identificada
como CaMBP no cérebro de nutridora (17N), age no sistema nervoso de abelha
(Corona et al., 2005). Estudos mostram que os niveis de RNAm de genes que
codificam as enzimas tioredoxina redutase e glutationa S-transferase tém sua
expressao aumentada com o envelhecimento em abelhas A. mellifera (Corona et
al., 2005).

Para nutridora, outras cinco proteinas foram identificadas. Dentre elas, a
proteina ligante de oxisterol (OSBP) (11N), uma proteina citosélica que se liga a
uma gama de oxisterois, regulando o metabolismo esterol e a agdo do oxisterol
ligado (Smith, 1996). A alta similaridade entre a sequéncia da OSBP de mamifero
e de D. melanogaster sugere que essa proteina tem as suas fungdes
conservadas, como a inibicdo do mevalonato na via do oxisterol e no ciclo celular
(Alphey et al., 1998).

A arginina kinase (5N), identificada somente em nutridora, € membro de uma
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familia altamente conservada de phosphagen kinases e é a principal guanidino
kinase encontrada em invertebrados (Muhlebach et al., 1994). Em A. mellifera,
Kucharski e Maleszka (1998) clonaram e sequenciaram o cDNA da arginina
kinase e revelaram que a expressdao de RNAm é relativamente abundante no
térax, antenas e cérebro, principalmente nos olhos compostos, sugerindo o papel
desta enzima na liberagao de energia no sistema visual.

Outra enzima metabodlica identificada em nutridora foi a frutose 1,6-
bifosfatase aldolase da classe | (13N), uma enzima glicolitica que catalisa a
clivagem da frutose-1,6-bifosfato em gliceraldeido 3-fosfato e diidroxiacetona
fosfato. Comparando aldolases de vertebrado e insetos, existem 62-70% de
identidade entre os aminoacidos (Malek et al., 1988) e isso, possivelmente, reflete
nas fungdes também conservadas.

A 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase (15N) é uma enzima soluvel
monofuncional que participa da p-oxidacdo e também foi identificada como
CaMBP em nutridora. E altamente expressa no sistema nervoso central, génadas
embrionarias e glandula salivar de D. melanogaster (Torroja et al., 1998).

O predito similar para CG17896-PB (16N) identificado como CaMBP no
cérebro de nutridora, corresponde a uma proteina da familia aldeido
desidrogenase. Através de um screening, Evans e Wheeler (2000) mostraram a
superexpressdo do gene desta proteina em operarias. Além disso, em estudo
protedmico da glandula hipofaringeal, esta enzima foi relatada como participante
do metabolismo energético desta glandula em nutridora (Santos et al., 2005).

Né&o-categorizadas: Todas as proteinas identificadas como CaMBPs que n&o
se enquadraram nas classes funcionais, foram reunidas dentro deste grupo e
suas sequéncias submetidas ao Psortll, sendo entdo determinada sua localizagao
celular. Duas proteinas citoplasmaticas foram identificadas (4C e 7N), como
proteinas de choque térmico de 70 kDa (HSP70). Embora estudos revelem que a
CaM se liga a HSP70 (Stevenson & Calderwood, 1990), o papel regulatério da
CaM neste caso ainda nao esta claro. Sabe-se que membros da familia das
HSP70 podem atuar como chaperonas, regulando o enovelamento e estabilidade
da proteina ou como marcador de morte celular, como ja foi mostrado em abelha
(Feder & Hofmann, 1999; Gregorc & Bowen, 1999).

Proteinas de choque térmico de 60 kDa (HSP60), de ordem mitocondrial,
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também foram identificadas como CaMBPs (6C e 8N). As HSP60 sao proteinas
com propriedades de chaperonas, encontradas em D. melanogaster
desempenhando fungdo nos estagios da embriogénese (Kozlova et al., 1997) e
espermatogénese (Timakov & Zhang, 2001).

As proteinas secretérias da familia das principais proteinas da geléia real,
MRJPs 1 e 2, foram as duas proteinas extracelulares identificadas somente em
nutridora. As MRJPs 1 e 2 ja foram identificadas em estudo protedbmico da
glandula hipofaringeal (Santos et al., 2005); no entanto, 0s poucos relatos destas
proteinas no cérebro de abelha, como a identificacdo da MRJP1 em
homogeneizado (Peixoto et al.,, 2006), o transcrito de mrjp1 e o gene mrjp2
expressos no tecido (Kucharski & Maleszka, 2002; Albert & Klaudiny, 2004) e o
RNAmM de mrjp1 detectado em células Kenyon dos corpos de cogumelo
(Kucharski et al., 1998), ndo revelam a fungdo destas MRJPs no cérebro de
abelha, apesar de serem relatadas com papel na nutrigdo e no desenvolvimento
da rainha A. mellifera (Ohashi et al., 1997).

A sequéncia de todas as proteinas identificadas neste trabalho foram
checadas no banco de dados quanto a presenca de motif ligante de CaM. As
proteinas foram classificadas em “potencial motif 1Q” (1), “potencial sitio ligante de
CaM” (13), “motif ligante de CaM nao-especifico” (3) e “auséncia de motif ligante
de CaM” (4), como mostra a tabela 01. O fato de 5% de todas as proteinas
identificadas aqui conterem um potencial motif 1Q, 62% potencial sitio ligante e
14% motif ligante ndo-especifico, contabilizando 81%, sugere que grande parte
das proteinas identificadas no cérebro de abelha interagem com a CaM de forma
primaria. As proteinas que nado contém sitio ligante (19%), provavelmente
interagiram de forma secundaria, 0 que & aceitavel e provavel quando se utiliza
cromatografia de afinidade. Proteinas que interagem desta maneira séao
provavelmente complexos multi-protéicos que fornecem importante informagao na
via celular e que serdo regulados pela Ca*?/CaM (Newbell et al., 1997; Means,
2000).

Apesar da sequéncia da CaM ser altamente conservada e idéntica entre
vertebrados e invertebrados, algumas das importantes CaMBPs, como CaMKIl,
dineina, miosina, munc-18, iINOS e outras, ja identificadas para outros organismos
(Rhoads & Friedberg, 1997; O’'Day, 2003; Berggard et al., 2006), ndo apareceram
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no gel 1D em analise das fragdes eluidas da coluna. Em abelha, a CaMKIll ja foi
purificada e caracterizada mostrando suas propriedades similares as de outras
espécies de vertebrado (Altfelder et al., 1991). Apesar da CaMKIl nao ter sido
aqui identificada como CaMBP, considera-se que isso pode ser justificado pela
baixa homologia da regido ligante de Ca*’/CaM de seus alvos e pequena
dependéncia da seqliéncia para que a ligacdo acontega. Isso provavelmente
reflete na rota evolucionaria de cada proteina-alvo, mostrando variantes de uma
regido ligante comum (Bahler &e Rhoads, 2002). Existe também a possibilidade
de que algumas CaMBPs, incluindo as mencionadas anteriormente, terem sido
ligadas muito fortemente a coluna de CaM-sepharose-4B e por isso nao terem
sido eluidas com EGTA. Tal fato ocorreu quando a miosina-Va foi descoberta
como uma CaMBP190, em que foi necessario eluir a coluna com uréia para
recuperar a proteina (Larson et al., 1988; Larson et al., 1990).

A identificagdo de CaMBPs no cérebro € uma tendéncia e esse é o primeiro
estudo identificando proteinas ligantes de calmodulina no cérebro de A. mellifera,
através de estudo protebmico, abordando de forma comparativa dois diferentes
comportamentos na colbnia, forrageamento e nutricdo. As operarias campeira e
nutridora diferem quanto a estrutura e o volume de regides especificas do cérebro
(Withers et al., 1993; Sigg et al., 1997), a morfologia da glandula hipofaringeal
(Ohashi et al., 1999), a expressdo de alguns genes (Whitfield et al., 2003;
Tsuchimoto et al., 2004), como também quanto a diversidade de proteinas-alvo
para Ca*?/CaM no cérebro e, possivelmente, quanto a funcéo destas proteinas no

sistema nervoso da abelha Apis mellifera.
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Figura 01. Perfil protéico do eluido para ligantes de calmodulina do cérebro de
abelhas operarias campeira e nutridora Apis mellifera. S — sobrenadante de
homogeneizado de cérebro. E — eluido da coluna CaM-Sepharose-4B. 1N-19N e
1C-7C - bandas de CaMBPs de cérebro de nutridora (N) e campeira (C)

excissadas para analise PMF.
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Tabela 01. Identificagao de proteinas ligantes de calmodulina no cérebro de abelhas operarias Apis mellifera

ID PROTEINA MWt MWe Score | Est’'dZ Motif

1C - - > 205 - - -

2C | PREDICTED similar to Clathrin heavy chain CG9012-PA, isoform A isoform 1 (XP_623111) 187.67 | 205-197 112 - PIQM at 728aa

3C | PREDICTED similar to Choline O-acetyltransferase, partial (XP_392463) 75.35 116-66 91 - UcM at 178aa

4C | PREDICTED similar to heat shock protein 8 isoform 1 (XP_392933) 72.07 116-66 97 - UcM at 257aa

5C | Similar to RIKEN cDNA 9330199A09 gene (XP_392677) 79.85 116-66 - 0.23 NoM

6C | PREDICTED similar to 60 kDa heat shock protein, mithocondrial precursor (Hsp60) (XP_392899) 60.55 116-66 105 - PcaMS

7C | PREDICTED similar to CG4511-PA (XP_624087) 25.40 <29 76 - PcaMS

1N - - > 205 - - -

2N | PREDICTED similar to Spectrin alpha chain (XP_623691) 279.15| 205-197 66 - PcaMS

3N | (TBA_OCTDO) Tubulin alpha chain (XP_396338) 50.85 | 205-197 68 - PcaMS

4N | PREDICTED similar to Clathrin heavy chain CG9012-PA, isoform A isoform 1 (XP_623111) 187.67 | 205-197 88 - PIQM at 728aa

5N | PREDICTED similar to Oxysterol binding protein CG6708-PA isoform 1, partial (XP_392480) 96.63 116-66 83 - PcaMS

6N | PREDICTED similar to Choline O-acetyltransferase 2, partial (XP_392463) 75.35 116-66 118 - UcM at 178aa

7N | Similar to heat shock cognate 70 protein (XP_392933) 71.41 116-66 - 1.68 UcM at 257aa

8N | PREDICTED similar to ENSANGP00000014839 (XP_392899) 60.55 116-66 84 1.19 PcaMS

ON | Major Royal jelly protein MRIP1 (NP_001011579) 49.32 116-66 74 - PcaMS

10N | ENSANGP00000015039 (XP_314406) Anopheles gabiae 44,10 | 116-66 - 1.68 NoM
Blastp: PREDICTED similar to actin actin-87E isoform 1 (XP_623826) (Score: 726 - Evalue: 0.0) NoM

11N | Arginine kinase (NP_001011603) 40.33 66-45 87 1.76 PcaMS

12N | ODR-3 (AAN87175) Caenorhabditis remanei PcaMS
Blastp: PREDICTED similar to Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha 65A (XP_395172) | 38.73 66-45 68 1.20 NoM
(Score: 330 — Evalue: 4™)

13N | PREDICTED similar to Aldolase CG6058-PF, isoform F (XP_623342) 39.98 45-29 83 - PcaMS

14N | Major royal jelly protein MRIP2 (AAC61894) 51.44 45-29 100 - NoM

15N | PREDICTED similar to 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 (XP_001120471) 27.08 < 29 91 - PcaMS

16N | PREDICTED similar to CG17896-PB, isoform B (XP_393234) 56.74 <29 73 - PcaMS

17N | PREDICTED similar to Glutathione S-transferase S1 CG8938-PA, isoform A, partial (XP_624662) 17.68 <29 96 - PcaMS

18N | PREDICTED similar to Dyslexia susceptibility 1 candidate gene 1 protein (XP_394979) 40.72 < 29 78 - PcaMS

19N - - <29 - R -

(C) operaria campeira; (N) operaria nutridora; (MWt) massa molecular teérica em kDa; (MWe) massa molecular experimental
em kDa; (Score) determinado pelo Mascot (Est’d Z) determinado pelo Profound; (PIQM) potencial motif 1Q; (PCaMS)

potencial sitio ligante de CaM; (UcM) sitio ligante de CaM nao-especifico; (NoM) auséncia de motif ligante de CaM.
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