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APRESENTACAO




O sistema imune compreende todos os mecanismos pelos quais os
organismos se defendem de invasores. Qualquer resposta imune envolve,
primeiramente, o reconhecimento do antigeno, quer seja um organismo agressor
(patébgeno) ou outro material estranho e, em segundo lugar, uma reacao
direcionada a este elemento, com a finalidade de elimina-lo do organismo.
Existem duas categorias de resposta imune: a inata ou ndo-especifica e a
adaptativa ou especifica. Nos invertebrados a resisténcia a doengas se baseia no
sistema inato de defesa, que inclui uma série de reagdes celulares e humorais
coordenadas. Nessas reagdes, os hemacitos, células circulantes da hemolinfa,
atuam de varias maneiras. Na presengca de pequenos organismos, como as
bactérias, os hemaocitos realizam a fagocitose. Quando o numero de bactérias é
elevado ou quando parasitas maiores sdo os responsaveis pela infec¢ao, grupos
de hemécitos atuam formando capsulas ou nédulos em torno dos organismos
invasores, provocando a morte deles por asfixia ou por acdo de substancias
toéxicas que sao liberadas no interior dos ndédulos ou capsulas. Para combater a
infeccdo, receptores de reconhecimento padrdao (PRR) identificam padrées
moleculares presente nos patdgenos e sao produzidos peptideos antimicrobianos.
Dentre os PRR, nos insetos, destaca-se um conjunto de receptores denominados
de receptores do tipo Toll, receptores transmembranicos com um dominio
extracelular contendo regides ricas em leucinas e um dominio intracelular similar
ao do Receptor Interleucina-1. O gene Toll foi identificado em embrido de
Drosophila por seu papel no estabelecimento do eixo dorso-ventral e,
posteriormente, verificou-se estar envolvido na resposta imune de moscas
adultas.

O presente trabalho foi desenvolvido em trés capitulos, o primeiro
apresenta uma fundamentacéo teodrica, revisdo de literatura sobre abelha sem
ferrdo, Melipona scutellaris e imunidade nos insetos. O segundo capitulo
apresenta os resultados da caracterizacdo da populagdo de hemoécitos no 3°
instar larval de M. scutellaris, enfocando as principais células da hemolinfa
envolvidas no processo de fagocitose. Estudo sobre o sistema imunolégico em
abelha sem ferrao M. scutellaris foi o enfoque do terceiro capitulo, em que foi
verificada a expressdo de um receptor Toll durante o desenvolvimento completo

dessa abelha.
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1. Abelhas sem ferrao

Os insetos da ordem Hymenoptera constituem um grupo bastante
diversificado em habitos e comportamentos. Nesse grupo, destacam-se as
abelhas em funcédo da complexidade em sua organizagdo social. Existem
aproximadamente 20.000 espécies de abelhas habitando toda parte do mundo
onde ha angiospermas, para as quais séo valiosos polinizadores favorecendo a
reprodugao sexuada e, por consequéncia, a variabilidade genética da maioria das
plantas floriferas. Dessa acao polinizadora depende, também, a producgéo de
frutos e sementes que sustentam populagbes incontaveis de outras espécies
(Michener, 2000; Silveira et al., 2002).

As abelhas sem ferrdo pertencem ao Reino Animalia; Filo Arthropoda;
Classe Insecta; Ordem Hymenoptera; Subordem Aprocrita; Superfamilia Apoidea;
Familia Apidae; Subfamilia Meliponinae; Tribo Meliponini, tribo que inclui todas as
“abelhas indigenas sem ferrdo” e apresenta ampla distribuicdo nas regides
tropicais do mundo, bem como nas regides subtropicais do hemisfério sul
(Michener, 2000). Segundo esse autor foram descritas cerca de 380 espécies
dentro de 23 géneros, sendo o Brasil um dos principais locais de ocorréncia
dessas abelhas. Dentre os meliponideos, Melipona é o género com maior numero
de espécies, aproximadamente 70, com ocorréncia em toda a regido neotropical,
distribuindo-se desde o México até a Argentina sendo mais diversificada na bacia
amazoénica (Silveira et al., 2002; Camargo e Pedro, 2007).

Todas as espécies de Meliponinae s&o eussociais, com intera¢des sociais
complexas e um sistema cooperativo em que a divisdo de trabalho e as castas
sdo bem definidas. A divisdo geral do trabalho nas operarias de meliponideos se
modifica de acordo com a idade e com as necessidades da coldnia. Nas primeiras
horas de nascimento as abelhas realizam a limpeza corporal, mas a maior parte
do tempo permanecem imoveis sobre os favos de cria. No 9° dia as operarias
manipulam cera raspando as células; um mesmo grupo constréi células de cria,
participa no processo de postura e aprovisionamento das células, isto é, descarga
do alimento larval. A partir do 14° dia sao lixeiras internas e apds o 25° dia sdo
guardas, receptoras de néctar, desidratadoras de néctar, ventilam a colméia e

saem para o campo em busca de poélen, néctar, barro, resina e, raramente, agua.



Dentro do ninho as operarias estdo continuamente construindo novas células de
cria, formando favos horizontais ou, dependendo da espécie, em cachos. A rainha
e 0s machos nao tomam parte deste processo. A rainha, além de sua fungéo
reprodutiva, também mantém a coesao da coldnia, por meio de atos ritualizados
com as operarias e pela liberacao de feroménios. A principal fun¢cdo dos machos
de meliponineos € de copular com as rainhas jovens; em algumas espécies 0s
machos produzem cera e trabalham com ela e, em algumas espécies, também
podem desidratar o néctar (Kerr et al., 1996).

As fémeas das abelhas eussociais sao divididas em duas castas: rainhas
que sao fémeas férteis, responsaveis pela postura da maioria dos ovos, néo
apresentam comportamento de coleta de alimento e operarias, fémeas estéreis ou
semi-estéreis, responsaveis pela alimentagcdo da cria e da rainha, coleta de
alimento, limpeza, construcédo de alvéolos de cria e demais partes do ninho,
defesa e, em alguns casos, postura de ovos que dardo origem a machos (ovos
reprodutivos) ou ovos que servirdo de alimento (ovos troficos) a rainha (Velthuis et
al., 2003).

A dieta na fase larval pode ser considerada um ponto critico na
determinacdo de castas nos himendpteros. Em Apis mellifera (Apini), as larvas
sao alimentadas continuamente durante o desenvolvimento larval, e as larvas que
se tornarao rainhas ou operarias durante os trés primeiros dias, apds a eclosao do
ovo recebem uma secrecdo glandular rica em proteinas (geléia real). Nos
estagios larvais finais (quarto e quinto), este tipo de alimento é fornecido em
grandes quantidades apenas para as larvas que dardo origem as rainhas,
enquanto que as larvas destinadas as operarias sdo nutridas com uma mistura de
secrecao glandular, mel e pélen (Beetsma, 1985). No género Trigona (Meliponini)
€, principalmente, a quantidade de alimento recebido pela larva que desencadeia
a determinacédo de castas (Camargo, 1972; Campos, 1979). Em Frieseomelita
varia (Meliponini) o estimulo alimentar é o principal fator que sinaliza para a
producdo de rainha e uma larva pré-defecante que ingeriu, além das provisdes de
sua propria célula, o alimento de célula vizinha, diferencia-se em rainha (Terada,
1979; Faustino et al., 2002). Nas abelhas sem ferrdo, do género Melipona a
assisténcia das nutridoras, fornecendo alimento de modo progressivo para as

larvas, ndo ocorre. Nessas abelhas, as operarias constroem as células de cria,



onde, em seguida, armazenam, sem distingdo, uma massa alimentar sobre a qual
sera colocado o ovo pela rainha fisogastrica e ap6s a oviposi¢do, as operarias
fecham as células de cria (Zucchi et al., 1999). Os meliponideos constituem uma
excecdo ao mecanismo de determinagdo rainha/operaria via modulagdo da
quantidade de alimento dispensado as larvas. Além de conterem o mesmo
alimento, as células de cria apresentam o mesmo tamanho, independente do tipo
de larva que ira se desenvolver, ou seja, se dara origem a rainha, operaria ou
macho (Engels e Imperatriz-Fonseca, 1990).

Em 1948, Kerr sugeriu um controle genético-alimentar para determinagao
de castas em meliponideos. Esse modelo propde que a determinagao das castas
ocorre por mecanismo que associa a quantidade de alimento (fator ambiental).
Rainha e operaria de abelhas Melipona séao divergentes em morfologia, fisiologia
e comportamento e, segundo a hipétese Kerr, isso seria devido a dois genes, x° e
x°, com dois alelos cada um, x%;, X% e x%, x°, agindo no 3° instar larval (tergo final
de L3 até metade de LPD) juntamente com quantidade suficiente de alimento
ingerido pelo individuo. Homozigose para um desses genes ou ambos produz
operaria, independente da quantidade de alimento recebida pela larva, enquanto
que a dupla heterozigose (x*; x%2; x°1 x%) leva a diferenciacdo em rainha desde
que a larva receba alimentacéo suficiente (Kerr, 1948; Kerr, 1950; Kerr e Nielsen,
1966; Kerr, 1974). A diferenciacdo de castas em Melipona deve-se, pois a
interacdo entre genética (genes x° e x°) e ambiente (alimento), sendo que em
colméias em boas condigbes até 25% das fémeas s&o rainhas (Bonetti, 1982;
Bonetti e Kerr, 1985).

A abelha sem ferrdo, popularmente conhecida como Urugu do Nordeste,
que se constitui no objeto de estudo desse trabalho, pertence a espécie Melipona
scutellaris e tem se mostrado um excelente material biolégico para analises
genéticas devido ao seu mecanismo peculiar de determinagdo de castas por
fatores genético-alimentares, o que difere do padrdo apresentado por outros
Apidae (Bonetti, 1983; Bonetti, 1992). No Brasil, M. scutellaris ocorre nos estados
de Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe
(Figura 1) (Camargo e Pedro, 2007).
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Figura 1: Distribuicdo da abelha sem ferrao, Melipona scutellaris. Em destaque, Estados
do Brasil (Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe)
de ocorréncia natural de M. scutellaris. Fonte: Catalogue of Bees (Hymenoptera,
Apoidea) in the Neotropical Region - online version Available at
http://www.moure.cria.org.br/catalogue. Acessed Jun 2009.

Os himenodpteros estdo amplamente disseminados e podem ser
encontrados em diversos ambientes. Sua dispersdo e sobrevivéncia dependem
em grande parte do sucesso em se defenderem contra microorganismos e
parasitas, sendo claro, portanto, que os invertebrados devam ter meios eficientes
de reconhecer e combater microorganismos potencialmente perigosos (Silva Jr et
al., 2000).

2. Sistema Imune em Insetos

Os seres vivos estdo em constante contato com agentes potencialmente
patogénicos e para evitar infeccdo contam com uma resposta imune eficiente. Os
vertebrados possuem dois sistemas de defesa que séo utilizados para combater e
eliminar os organismos invasores: a imunidade inata e a adquirida. A imunidade
adquirida ou adaptativa ocorre por meio de receptores que interagem com o0s
antigenos, resultando na producgéo de anticorpos especificos. Uma caracteristica
importante da resposta imune adaptativa € a memdria imunolodgica, isto €&, a
capacidade que o organismo possui de reconhecer determinado antigeno,
algumas semanas ou mesmo anos, apos a primeira infeccdo e responder mais
rapidamente, em caso de nova exposi¢cao ao patégeno. Na imunidade inata ndo

ha dependéncia da ativagcado antigeno-receptor especifica, ndo havendo, portanto,



a producédo de anticorpos nem memoéria imunolégica (Du Pasquier, 2001). Os
invertebrados ndo possuem imunoglobulinas, moléculas que apresentam alta
especificidade contra os invasores, nem receptores de células T, ou seja, néo
produzem anticorpos especificos e por isso, ndo tém um verdadeiro sistema
imune adaptativo, embora proteinas semelhantes as imunoglobulinas (/g-like
protein) tenham sido encontradas em alguns insetos (Wu et al., 2002). A
resisténcia a doengas nos invertebrados se baseia no sistema inato de defesa,
que inclui a sintese de peptideos antimicrobianos, proteinases inibidoras,
moléculas de adeséo celular, ou seja, uma série de reacgdes celulares e humorais
coordenadas (Luo et al., 2003; Jiang, 2008).

Uma caracteristica importante das sociedades de insetos é a habilidade
de defender seu ninho. O comportamento agressivo-defensivo € importante para
a sobrevivéncia do individuo e da espécie, por sua relagdo com a reproducao,
obtencdo de alimentos, defesa de territdério, defesa do individuo e seus
descendentes. Os insetos estdo, constantemente, competindo com uma grande
variedade de patdégenos. Este contato favoreceu a selecdo de um complexo e
eficiente sistema imunolégico inato (Medzhitov e Janeway, 1997; Little et al.,
2005; Wang e Ligoxygakis, 2006). A primeira linha de defesa dos insetos contra a
acao de patégenos é representada pela cuticula, a qual € uma barreira estrutural
€ quimica capaz de prevenir ou retardar a entrada de patégenos no organismo,
revestindo a superficie externa, porgdes inicial e final do tubo digestivo (intestinos
anterior e posterior), espiraculos e sistema traqueal. A cuticula € composta
basicamente de fibrilas de quitina (um polissacarideo) imersas em uma matriz
protéica. A sua camada mais externa (epicuticula) apresenta ceras com
propriedades antimicrobianas. Ocorrendo a quebra dessa barreira, € ativada a
sintese e secregdo de peptideos antimicrobianos, bem como a cascata da
fenoloxidase, importante para neutralizagdo de microorganismos e cicatrizagao
(Gallo et al., 2002; Kavanagh e Reeves, 2004).

O sistema imunolégico dos insetos caracteriza-se por mediar dois tipos de
reacdes contra agentes estranhos: a reacdo humoral e a reagdo celular. A
primeira é responsavel pela realizacdo dos processos de coagulacdo da
hemolinfa, melanizag¢ao e resulta, principalmente, da acédo de proteinas. Entre as

moléculas efetoras mais importantes do sistema humoral, estdo os peptideos



antimicrobianos, como as cecropinas e atacinas, responsaveis pela inibicdo da
biossintese de proteinas da membrana externa de bactérias e que sao produzidas
por diversos tecidos, inclusive o tecido adiposo. Os insetos liberam, também,
oxigénio citotoxico e reativo e uma gama de outras moléculas de defesa, como
lisozimas (enzimas relacionadas a despolimerizagdo da parede celular). A
resposta celular se refere a atividade dos hemdécitos, células de defesa suspensas
na hemolinfa (Armstrong, 1996; Gillespie et al., 1997; Nappi e Ottaviani, 2000;
Schmidt et al., 2001; Tzou et al., 2002). Essas células apresentam morfologia e
fungdo variada, desempenhando agbes como fagocitose, formagédo de nédulos e
encapsulacéo (Lavine e Strand, 2002).

A defesa é importante, ainda, contra abelhas estranhas e predadores,
como mamiferos, passaros e insetos. Em mamangavas (Xylocopa fenestrata) a
defesa consiste em uma secrecao repelente e ataque com mandibulas e ferréo.
Um dos mecanismos para defesa mais comum entre as abelhas nativas, sem
ferrdo, é o habito de enrolar-se nos pélos dos seus agressores, beliscando a pele
com as mandibulas, grudando resina e tentando entrar em narinas e ouvidos
(Campos e Peruquetti, 1999). Para a defesa é importante a comunicagédo. Ha
alarme sonoro em Bombus (mamangavas), Melipona e em Apis. Existem, ainda,
substancias de alarme, os feromdnios, que alertam e estimulam a resposta eficaz

de defesa, além de atrair outras operarias e marcar o predador.

2.1. Imunidade celular

A cavidade corporal dos insetos (hemocele) é preenchida pela hemolinfa,
um liquido composto por diferentes elementos celulares, os hemobcitos e um
complexo de substancias quimicas. A hemolinfa € analoga ao sangue dos
vertebrados, tendo fungdes de nutricdo, excregao, sinalizacéo e defesa, porém,
nao desempenha funcéo respiratoria. Os hemdcitos realizam resposta imune
celular (fagocitose, nodulacdo e encapsulagéo), bem como a sintese de alguns
elementos da resposta humoral, os quais, junto com fatores secretados por outros

tecidos (corpo gorduroso, principalmente) tém acesso a diferentes partes do



organismo, ao circular pela hemolinfa, constituindo-se em elementos centrais da
resposta imune (Klowden, 2002).

Os hembécitos sao células versateis e seu numero e tipo é espécie
especifica e variam com a idade do inseto (Gupta, 1979; Gbétz e Boman, 1985). A
classificagdo dessas células baseia-se em diferengcas morfolégicas, como
caracteristicas nucleares e citoplasmaticas (Barduco et al., 1988; Kurihara et al.,
1992).

Uma reviséo feita por Gupta (1985) tentou uniformizar a nomenclatura
que era bastante heterogénea até a época. Disso resultou a caracterizagdo de
sete tipos principais de hemocitos: prohemocitos, plasmatécitos, granulocitos,
esferulocitos, adipohemécitos, oenocitdides e coagulécitos. Brehélin e Zachary
(1986) propuseram uma classificacdo baseada em caracteristicas ultraestruturais,
resultando em nove tipos de hemdcitos distintos: prohemocitos, plasmatécitos,
oenocitbides, esferuldcitos, trombocitdides e quatro tipos de células granulares.

Segundo uma revisao feita por Lavine e Strand (2002), os tipos mais
comuns de hemocitos, registrados na literatura para os insetos, sdo denominados
Prohemdcitos, Plasmatécitos, Granulécitos e Esferulocitos.

Os hemacitos atuam reconhecendo organismos estranhos como bactérias
e fungos. Quando ocorre uma infecgdo, a primeira forma de defesa realizada
pelos hemocitos € a fagocitose. Esse mecanismo de defesa é, talvez, o mais
eficiente contra muitos microorganismos patogénicos, porque pode ser
acompanhado de outras respostas destrutivas, como a liberagdo de espécies
reativas de oxigénio (Hampton et al., 1998; Kurtz, 2002) e liberagédo de
substancias tdxicas e moléculas microbicidas, pela degranulacdo (Martin et al.,
1995). Nao sendo possivel conter a infeccdo grupos de hemoécitos atuam
formando capsulas ou nédulos em torno dos organismos invasores, eliminando-os
por asfixia ou por agdo de substancias tdéxicas que sdo liberadas dentro dos
nédulos ou capsulas. E comum a melanizagdo desses nddulos ou capsulas para o
isolamento dos parasitas. A melanizacédo é um componente chave para destruir
uma série de microorganismos, bem como para a cicatrizagao de ferimentos. A
sintese de melanina € catalizada pela enzima pro-fenoloxidase-monofenil-L-dopa,
encontrada na forma de zim6geno em alguns tipos de hemocitos, sendo liberada

na hemolinfa, pela ruptura da membrana plasmatica, transportada para a cuticula
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e depositada em regides de ferimentos ou em volta de material encapsulado. A
fenoloxidase promove a hidroxilagdo de monofendis e oxidagdo de fendis a
quinonas, com a formacao de melanina. As quinonas, por si sO, sdo toxicas para
bactérias, fungos e protozoarios (Gillespie et al., 1997; Cerenius e Sdéderhall,
2004).

O conhecimento dos mecanismos de imunidade dos insetos apresenta
importancia grande, pois os disturbios como alteragdes na contagem total e
diferencial dos hemdcitos, em insetos parasitados ou infectados, podem ser
utilizados no auxilio para o controle de insetos vetores e pragas, uma vez que é a

primeira indicagdo de reacao de defesa (Brunham et al., 1993).

2.2. Imunidade humoral

A auséncia do sistema imune adaptativo em invertebrados faz com que
um dos maiores desafios desses animais seja a diferenciacéo do “proprio” e “néo-
préprio”. Essa diferenciagao € o ponto de partida para o estimulo das cascatas de
reacoes de defesa. Insetos, da mesma forma que outros artrépodes e
vertebrados, possuem mecanismos para reconhecer polimeros encontrados,
exclusivamente, em microorganismos, como peptideoglicanos (PGLC) e
lipopolissacarideos (LPS) de paredes bacterianas e p-1,3-glucanos de fungos, os
chamados PAMP (do inglés, pathogen associated molecular patterns). Os PAMPs
apresentam caracteristicas comuns: s&0 expressos normalmente por
microorganismos e nao por células do hospedeiro, mostram pouca variagao entre
0S microorganismos e a sua expressao é essencial para a sobrevivéncia do
microorganismo (Teixeira et al., 2002).

Esses padrbes moleculares sdo reconhecidos por receptores especificos
para esta fungdo, chamados receptores de reconhecimento padrédo (PRR, do
inglés, pattern recognition receptors), os quais podem ser soluveis (humorais) ou
ancorados em membranas celulares (Gillespie et al., 1997; Lavine e Strand, 2002;
Medzhitov e Janeway, 2002; Passare e Medzhitov, 2005). Os PRR podem mediar

respostas celulares como a fagocitose, desencadear cascatas de serino-
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proteases, que ativam respostas de melanizacdo ou regular a sintese e secrecao
de peptideos antimicrobianos (Kavanagh e Reeves, 2004).

Dentre os PRR, destaca-se um conjunto de receptores denominados de
receptores do tipo Toll, que possuem a capacidade de reconhecer os PAMPs
(Akira et al.,, 2006). Os receptores Toll sdo proteinas transmembranas,
responsaveis pela deteccdo da invasao do organismo por patdgenos. Esses
receptores s&o conservados ao longo da evolugcdo desde o helminto
Caenorhabditis elegans até mamiferos (Janeway e Medzhitov, 2002; Hoffmann,
2003; Akira e Takeda, 2004; Beutler, 2004). Os receptores Toll foram,
inicialmente, identificados na Drosophila, como receptores essenciais para o
estabelecimento do desenvolvimento dorso-ventral dos embrides (Hashimoto et
al., 1988). Em 1996, Lemaitre e colaboradores demonstraram que moscas com
mutacao no “Toll” eram mais susceptiveis a infeccdo fungica. Em Drosophila, ja
foram identificadas nove familias de Toll (Toll, 18-Wheeler e Toll 3 a 9) (Ooi et al.,
2002). Posteriormente, homoélogos dos receptores Toll foram identificados em
mamiferos e designados “Toll-like receptors” (Medzhitov et al., 1997). Os
receptores Toll sdo glicoproteinas de membrana caracterizados por um dominio
extracelular com numero variado de repeticées de leucinas (“leucine-rich-repeat’-
LRR) e um dominio citoplasmatico ou intracelular homo6logo ao Receptor de
Interleucina 1 (IL-1R) denominado dominio “Toll/IL-1R homology” (TIR) Os
dominios LRR sdo compostos por 19-25 repeticbes de leucinas com 24-29
aminoacidos cada. Esses dominios sao responsaveis pelo reconhecimento dos
PAMPs de bactérias, parasitas, fungos e virus. Os receptores Toll reconhecem,
coletivamente, lipideos, carboidratos, peptideos e acidos nucléicos expressos em
diferentes grupos de microorganismos (Bowie e O'neill, 2000; Raetz e Whitfield,
2002; Akira et al., 2006).

Na infeccéo, os insetos processam uma resposta rapida que consiste de
varios componentes como, peptideos antimicrobianos, ativagdo de proteinas e
células da hemolinfa (Hoffmann, 2003; Hultmark, 2003; Lemaitre, 2004; Meister,
2004). Em Drosophila a expressédo de peptideos antimicrobianos depende,
principalmente, da sinalizagdo das vias Toll e Imd (immune deficiency). Essas
duas vias, respectivamente, sdo homoélogas as vias dos “Toll-like receptors” e do

“fator de necrose tumoral em mamiferos” (Gilmore e Ip, 2003). Infec¢des
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causadas por fungos e bactérias gram-positivas estimulam principalmente a via
Toll, enquanto, bactérias gram-negativas ativam principalmente a via Imd (Figura
2). Os componentes ativados pelas duas vias de sinalizagdo séo independentes,
no entanto, os dois percursos controlam, separadamente e em conjunto, ativagéo

de genes antimicrobianos (Tanji e Tony Ip, 2005).
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Figura 2: Modelo das vias de expressao de peptideos antimicrobianos em Drosophila. A
via Toll medeia a resposta a infec¢des causadas por fungos e bactérias gram-positivas. A
via Imd é processada em resposta a infeccées geradas por bactérias gram-negativas.
Fonte: Adaptado de Takahiro Tanji and Y. Tony Ip, TRENDS in Immunology, (2005). IM2=
Immune Peptide 2, PGRP-Ls= extracellular peptidoglycan recognition protein, Imd=
Immune Deficiency, MyD88= Myeloid differentiation factor 88.

Para producgéo de peptideos antimicrobianos, em Drosophila, por meio da
ativacao da via Toll, primeiramente, os microorganismos invasores ligam-se a
uma forma inativa da proteina Spétze que, através da agéo de serino-proteases,
torna-se ativa ligando-se a porcdo citoplasmatica do receptor Toll. Ap6s sua
ativacado, esses receptores dimerizam e sofrem mudangas conformacionais
necessarias para o recrutamento de moléculas adaptadoras, como a MyD88
(Fator de Diferenciagao Mieloide 88). Apds o MyD88 acoplar-se ao dominio TIR, a
molécula adaptadora Tube é recrutada. Em seguida ocorre a ligagdo da proteina
Pelle que induz a fosforilacdo da proteina Cactus, a qual esta ligada aos fatores
de transcricdo Dif (Dorsal-related immune factor) e Dorsal. Cactus fosforilado &
degradado, liberando Dif e Dorsal, que sao transportados para o nucleo, onde
atuam como fatores de transcricdo de genes antimicrobianos (Horng e Medzhitov,
2001; Tauszig-Delamasure et al., 2002; Sun et al., 2004).

Na via de sinalizagdo Imd, apos a infecgéo por bactérias gram-negativas o

fator TAK1 (Transforming Growth Factor-bactivated Kinase 1) estimula o
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complexo |IkB kinase que promove a clivagem da proteina Relish em dois
dominios: Rel-68, que se desloca para o nucleo e atua como fator de transcrigao
de genes codificadores de peptideos antimicrobianos e Rel-69, que permanece no
citoplasma (Stéven et al., 2000; Vidal et al., 2001; Silverman et al., 2003).
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CELULAS DA HEMOLINFA EM
MELIPONA SCUTELLARIS
(HYMENOPTERA, APIDAE,
MELIPONINI)

Capitulo I1



1. Resumo

Infeccdo em insetos estimula uma resposta defensiva complexa. O
reconhecimento de patdgenos pode ser realizado pelos hemdcitos ou proteinas
que se ligam especificamente em microorganismos com padrées moleculares
especificos, os chamados (PAMPs). Diferentes células da hemolinfa cooperam na
resposta imune. Os hemocitos reconhecem os patdégenos e os isolam por
fagocitose, formando ndédulos ou, capsula multicelular em torno do parasita.
Nesse trabalho foram identificadas as células da hemolinfa da abelha sem ferréao
Melipona scutellaris e caracterizados os hemdcitos envolvidos no processo de
fagocitose utilizando beads de 0,5um de didmetro, em média, com fluorescéncia
vermelha. Na hemolinfa do 3° instar larval de M. scutellaris foram distinguidos
quatro tipos de hemdcitos: prohemdcitos, plasmatocitos, granulédcitos e
oenocitéides. No ensaio de fagocitose foram identificados plasmatoécitos e
granulécitos, com beads fluorescentes fagocitados no citoplasma.

Palavras-chave: abelha sem ferrdo, hemécitos, fagocitose, imunidade celular.

2. Abstract

Infection in insects stimulates a complex defensive response. Recognition of
pathogens may be accomplished by plasma or hemocyte proteins that bind
specifically to bacterial or fungal polysaccharides. Several morphologically distinct
hemocyte cell types cooperate in the immune response. Hemocytes attach to
invading organisms and then isolate them by phagocytosis, by trapping them in
hemocyte aggregates called nodules, or by forming an organized multicellular
capsule around large parasites. In the current investigation the cellular population
in the hemolymph third instar larvae of M. scutellaris has been characterized by
means of light microscopy analysis and phagocytosis assays were performed in
vivo by injection of 0,5um fluorescence beads in order to identify the hemocyte
types involved in phagocytosis. Four morphotypes of circulating hemocytes were
found in 3rd instar larvae: prohemocytes, plasmatocytes, granulocytes and
oenocytoids. The results presented plasmatocytes and granulocytes involved in
phagocytic response of foreign particles in 3rd instar larvae of M. scutellaris.

Keywords: stingless bee, hemocytes, fhagocytosis; cellular immunity.
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3. Introducgao

Patogenos sdo uma ameacga constante a sobrevivéncia de insetos e o
desenvolvimento de mecanismos de imunidade eficientes tem alto valor
adaptativo para os organismos. O estudo da imunologia de insetos revela um
sistema altamente adaptado e efetivo contra uma gama patdgenos, em
concentragdes potencialmente fatais a vertebrados (Kavanagh e Reeves, 2004).

O sistema imunolégico dos insetos caracteriza-se por dois tipos de
reagcdes contra agentes estranhos. A primeira, reagdo humoral, & responsavel
pela realizacdo dos processos de coagulacdo da hemolinfa, melanizacado e
producao de peptideos antimicrobianos, sem a participacao direta de células da
hemolinfa (Hultmark, 2003; Cherry e Silverman, 2006; Wang e Ligoxygakis, 2006).
A segunda ocorre por meio de reagcdes mediadas por hemocitos, células que
circulam livremente na hemolinfa, sendo conhecida como reacédo celular. As
células da hemolinfa apresentam morfologia variada e desempenham funcdes
diferentes como, fagocitose, formagdo de ndédulos e encapsulagdo (Lavine e
Strand, 2002).

As infec¢des por patdbgenos diminuem drasticamente a produgédo dos
produtos apicolas, reduzindo os ganhos econémicos, em varios paises. Nos
ultimos anos vem sendo relatada a morte de milhares de abelhas nos EUA e na
Europa. A mortalidade de abelhas Apis mellifera € um dos varios problemas que
os apicultores tém enfrentado e varios fatores contribuem para esse fato, tais
como a presenca de Varroa destructor (acaro) e Nosema apis (fungo) além da
exposicao a inseticidas empregados na agricultura (Suchail et al., 2004).

A mortalidade das abelhas é agravada pela presencga de retrovirus que
provocam deformagdes, tremores, incapacidade de voar e paralisia. Em Apis
mellifera (Hymenoptera, Apidae) tem sido relatado mais de 18 tipos de virus, entre
eles o virus de paralisia crénica (CBPV), virus de paralisia aguda (ABPV), virus
célula preta em rainha (BQCV), virus Sacbrood (SBV), virus de deformidade da
asa (DWV) e virus Kashmir (KBV) (Bailey e Ball, 1991; Allen e Ball, 1996; Antunez

et al., 2005). Recentemente, Teixeira e colaboradores (2008) verificaram a
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existéncia dos virus ABPV, BQCV e DWV em apiarios brasileiros na regido de
Altinépolis, estado de Sao Paulo.

Além da identificacdo dos virus & importante conhecer os mecanismos
imunologicos desenvolvidos pelos apideos, para subsidiar acdes de manejo,
aconselhamento sanitario e técnicas de prevencédo. Embora seja Apis mellifera a
espécie de abelha melhor estudada quanto aos mecanismos imunologicos, os
dados ainda sdo escassos e para abelhas sem ferrdo do género Melipona nao ha
dados sobre a infec¢ao por virus.

A meliponicultura, criacao racional de abelhas sem ferrdo, é fator de
renda suplementar, essencial em comunidades do norte e nordeste do Brasil
(Campos, 2003), além disso, essas abelhas sdo agentes ponilizadores de
consideravel variedade de plantas em diferentes ecossistemas (Kerr et al., 1996).
Poucos trabalhos sobre hemaocitos de insetos s&o encontrados na literatura e,
considerando sua importancia na mediacdo do sistema imune, o presente
trabalho propds-se identificar e caracterizar os hemécitos de abelhas sem ferrao
Melipona scutellaris, uma das abelhas mais utilizadas na meliponicultura no

nordeste brasileiro.

4. Material e Métodos

4.1.Material biolégico

O material biolégico € a abelha sem ferrdo Melipona scutellaris
(Hymenoptera, Apidae, Meliponini). Para subdivisdo do 3° instar larval em M.

scutellaris os favos de cria contendo larvas nesse estagio foram retirados da
colméia e mantidos em estufa 32°C e 75% de umidade relativa (ASTM). As larvas
foram analisadas e separadas de acordo com a quantidade e consisténcia do
alimento presente e pela presenca ou auséncia de fezes no alvéolo, conforme
Figura 1.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Genética do

Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia.
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4.2.Coleta da hemolinfa

Apds pesagem em balanca analitica (A&D company) e higienizagao
superficial das larvas, a hemolinfa foi coletada com o auxilio de micropipeta
ajustavel, de 5puL, por insergcdo na parte dorsal posterior das larvas. Dois
microlitros da hemolinfa foram coletados e transferidos para tubo de micro
centrifuga (0,5mL) ja contendo 18uL de tamp&o anticoagulante (0,098M NaOH,.
0,186M NaCl, 0,017M EDTA, pH 4,5) . Cinco microlitros de hemolinfa foram
coletados para caracterizacdo morfolégica das células da hemolinfa, por
microscopia de luz (OLYMPUS CH-2).

4.3.Contagem total de hemécitos
Para determinacdo do numero total de células da hemolinfa, 10uL de
hemolinfa diluida em tampao anticoagulante foram dispensados em camara de
Neubauer (Fisher Scientific) e a contagem feita sob microscépio &ptico
(OLYMPUS CH-2) com aumento de 400x.

4.4.Caracterizagao morfolégica das células da hemolinfa por microscopia

de luz e contagem diferencial dos hemocitos
Cinco microlitros de hemolinfa foram diluidos em 5uL de PBS 1X, em
lamina. Apos 20min de incubacdo a temperatura ambiente, para aderéncia dos
hemécitos a lamina, as células foram fixadas em metanol por 10min. Em seguida
o fixador foi removido e adicionado corante Giemsa 25% diluido em tampéao
fosfato (0.1M, pH 6,8) as laminas, que foram incubadas por 20min a temperatura
ambiente e depois lavadas em agua corrente para remogao do corante residual.
As células foram identificadas em microscépio de luz (OLYMPUS CH-2) com
aumento de 400x e fotografadas utilizando camera digital Cyber-Shot S730 7.2
Megapixels (Sony). Para contagem diferencial foram tomadas cem (100) células

por [amina.

4.5. Caracterizagao morfologica das células por microscopia de contraste
de fase

Dez microlitros de hemolinfa foram colocados em placas de cultura celular

de 24 well (Nunc™) contendo 990ul de meio Grace’s Insect Midium (GiBCO). As
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células foram identificadas em microscépio de contraste de fase (Motic AE21)
com aumento de 400x e fotografadas utilizando camera digital Cyber-Shot S730

7.2 Megapixels (Sony).

4.6.Ensaio de fagocitose

Beads com fluorescéncia vermelha (SIGMA) com média de 0,5um de
diametro foram usados de acordo com recomendagbes do fabricante, e ligados
covalentemente com BSA (soroalbumina bovina). Para produgdo das laminas
foram coletados 10uL de hemolinfa de larvas do 3° instar larval, estagio L3-3 e
adicionados 100uL de tampdo anticoagulante. Ap6s centrifugacdo a 3000g por
5mim o sobrenadante foi descartado e adicionados 100uL de meio Grace’s Insect
Midium (GiBCO) e 0,5uL de bead, incubados por 30min no escuro e a
temperatura ambiente. Apds esse tempo, as laminas foram preparadas com 20uL
da solugdo (hemolinfa e beads fluorescentes) e analisadas em microscopio
confocal LSM 510 META (ZEISS).

4.7. Analise estatistica
As andlises estatisticas foram feitas pelo programa estatistico StatView
for Windows versdo 4.57. (Abacus Concepts, Inc., Copyright 1992 -1996)
utiizando analise de varidncia (ANOVA) e para verificagdo de possiveis
diferencas entre as médias de cada fator a ser estudado, foi utilizado o teste t-

student’s.

5. Resultados

Abelhas do género Melipona apresentam trés instars larvais de acordo
com a regra de Dyar (Dyar, 1890; Dias et al., 2001). Em Melipona, o 3°instar larval
divide-se em cinco estagios (Figura 1) caracterizados pela quantidade e
consisténcia do alimento e pela presenca ou auséncia de fezes na célula de cria,
a saber L3-1: alimento liquido, as larvas estdo sobre o alimento, curvadas e tem
cor perolada; L3-2: alimento com consisténcia viscosa, as larvas continuam

curvadas e com cor perolada; L3-3: alimento na célula de cria seco e com
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consisténcia sélida, as larvas comegcam a mudar de posi¢cdo e tem cor perolada
brilhante; LPD: célula de cria sem alimento e, ainda, nao teve inicio o processo de
defecagdo, as larvas estdo em forma de virgula, dentro do alvéolo, tem cor
perolada e continuam brilhantes; LD: célula de cria sem alimento e teve inicio o
processo de defecacao, as larvas sdo esbranquigadas e opacas, estdo eretas e

com a cabeca voltada para cima.

0
=

Developmental stage Egg L1 L2 L3-1 L3-2 L33 LPD LD

Larval instar 1° 2° 3°

Figura 1: Esquema representando o desenvolvimento larval e os cinco estagios do 3°
instar larval de Melipona scutellaris.

Optamos pela analise do sistema imune inato no 3° instar de
desenvolvimento, pelo fato das larvas estarem em contato continuo com o

alimento e com as bactérias presente nele.

5.1.Contagem de hemécitos totais e massa corporal

A contagem do numero total de hemdcitos (THC) corresponde a
contagem de células da hemolinfa por microlitro (cells/mL). Nao foram observadas
diferencas de numero na THC nos diferentes estagios do ultimo instar larval de M.
scutellaris (Figura 2A). A massa corporal das larvas apresentou aumento
significativo entre os estagios, variando de 40 a 155,6mg, com pico maximo em
LPD (155,6mg), seguido de diminuicao significativa em LD (104mg) (Figura 2B)
(ANOVA, p<0.01).

Como a massa do corpo tem mudancas significativas durante os estagios
do ultimo instar larval, uma estimativa de numero total de hemécitos em cada
estagio larval (THCg) foi calculada multiplicando THC pelo valor da massa do
corpo (mg) segundo Beetz et al. (2008). O grafico dos valores de THCg (Figura
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2C) mostra um perfil semelhante ao da massa do corpo, porém, com dois grupos
significativamente (ANOVA, p<0.01) diferentes quanto ao numero de hemdcitos.
Os estagios L3-1 e L3-2 mostraram baixa quantidade de hemécitos e os estagios

L3-3, LPD e LD, quantidade significativamente maior que L3-1 e L3-2.
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Figura 2: Contagem total de hemécitos (THC) (A), peso corporal (B) e THCg (C) durante
o 3° instar larval de M. scutellaris. Cada ponto é a média = desvio padrao de 10
individuos. Diferentes letras significam as diferencas entre os grupos (ANOVA, p<0.01).

5.2.Caracterizagao morfolégica de hemocitos
Os hemocitos foram identificados por microscopia de luz, em microscopio
CH-2 (OLYMPUS) com aumento de 400X. Foram distinguidos, na hemolinfa do 3°
instar larval de M. scutellaris, quatro tipos de hemdcitos: prohemocitos (Ph),

plasmatdcitos (Pl), granulécitos (Gr) e oenocitdides (Oe).
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5.2.1. Prohemaécitos

Os prohemoécitos (Figura 3A) foram as menores formas celulares
encontrada na hemolinfa de M. scutellaris. E uma célula de forma oval (8.69 x
8.64um de didametro). O citoplasma apresenta coloragdo azul (basofilica) e o
nucleo, roxo escuro. O nucleo € grande e central ocupando quase toda a area

celular, com pequeno espaco citoplasmatico.

5.2.2. Plasmatécitos

Os plasmatécitos. (Figura 3B) sdo células de diferentes tamanhos e de
forma redonda e oval, forma de fuso e, algumas vezes, de forma irregular.
Quando em forma esférica, eles possuem média 11,81 + 2,45um, variando de
10.0 a 15.0um de didmetro. Quando em forma oval apresentam média de 11,81 +
2,45um, variando de 10.0-15.0um de diametro e média de largura de 10,68 +
1,95um, variando de 6.29-12.25um. A coloragéo do citoplasma é azul (basofilica)
€ 0 nucleo, roxo escuro. O nucleo pode ser esférico ou oval. Foram encontrados
varios plasmatocitos contendo uma ou mais inclusdes citoplasmaticas
neutrofilicas (Figura 3C, setas). Formas intermediarias entre prohemdcitos e

plasmatdcitos foram observadas.

5.2.3. Granulécitos

Esse tipo celular (Figura 3D) é facilmente reconhecido por seus inUmeros
granulos neutrofilicos, presentes no citoplasma. Esses hemécitos sao variaveis
em tamanho e comprimento. Apresentam-se em forma esférica, média de 19,12 +
4,11ym (variando entre 15.25-27.61um de didmetro) ou oval, com média de
19,12 + 4,11um (variando entre 15.25-27.61um) de didmetro) e 18,09 + 3,90
(variando entre 13.25-24.75um) de largura).

O nucleo geralmente ocupa a regiao central, sendo acidofilico. Foram
encontradas, nas laminas, varias células realizando fagocitose frustrada (Figura
3E) o que foi indicado pela ruptura do citoplasma e presenca de granulos,
demonstrando que esse tipo de hemocito participa ativamente na fagocitose de
corpos estranhos. Células com caracteristicas intermediarias entre plasmatécitos

e granulécitos foram, também, observadas.
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5.2.4. Oenocitbides (endcitos)

Esse tipo de hemdcito (Figura 3F) foi a maior célula da hemolinfa
detectada em M. scutellaris. Caracteriza-se pelo formato esférico, com média de
20,25 + 2,77um (variando entre 16.44—28.0um) ou oval com média de 20,25 +
2,77uym (variando entre 16.44-28.0um) de didametro e 20,61 + 2,73 (variando
entre 16.79--26.48um) de largura. Geralmente o apresenta o nucleo com a
mesma forma da célula. Apds coloragdo com Giemsa, os oenocitdides exibiram
moderada acidofilia e grande quantidade de granulos acidofilos no citoplasma.

Em todos os tipos de hemdcitos foram encontradas células sugestivas de
figuras de mitose (Figuras 3G, H, I, J, K e L), principalmente, no estagio LD, que
corresponde ao final do 3° instar larval de M. scutellaris, seguindo-se a

metamorfose para o estagio de pupa.
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Figura 3: Hemdcitos presentes na hemolinfa de M. scutellaris com coloragao Giemsa. Os
hemocitos observados: (A) prohemacitos, (B e C) plasmatécitos, (D) granulocitos, (E)
granulécito em fagocitose frustrada, (F) oenocitoides, (G) células do corpo gorduroso,
presentes principalmente em LD. Em todos os tipos de hemécitos foram observadas
células em divisdo mitética: (H) préfase, (I) metafase, (J) anafase, (K) telofase e (L)
citocinese. Setas em 3C indicam inclusdes citoplasmaticas.

5 pum

31



5.3. Contagem diferencial dos hemécitos
Na contagem diferencial dos hemdcitos (DHC) (Figura 4) ocorreu aumento
significativo de prohemocitos no ultimo estagio larval (LD). Plasmatécitos
aumentaram de forma significativa no estagio L3-3 e mantiveram-se estavel até o
ultimo estagio larval. As analises mostraram que granul6citos e oenocitdides

diminuem de forma significativa durante os estagios do 3° instar larval (ANOVA,

p<0.05).
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Figura 4: Contagem diferencial (DHC) dos hemocitos em todos os estagios do ultimo
instar larval de M. scutellaris. Prohemocitos (Ph), plasmatécitos (Pl), granulécitos (Gr) e
oenocitdides (Oe). Diferentes letras indicam diferencas significativas entre os grupos
(ANOVA, p<0.05).

5.4. Caracterizagdao dos hemaécitos por microscopia de contraste de fase
A morfologia das células em microscopia de contraste de fase (Figura 5)
confirmou a verificada em células coradas com Giemsa, demonstrando que o
processo de fixagdo com metanol e coloragdo com Giemsa n&do provocam
modificacdes morfoldgicas. Plasmatécitos foram as células mais refratarias,
seguida de prohemocitos, oenocitdides e menos refratarias, os granulécitos.
Foram encontradas, novamente, células intermediarias entre prohemocitos e

plasmatdcitos.
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Figura 5: Morfologia de hemocitos vivos de M. scutellaris por microscopia contraste de
fase. A: prohemocito. B: plasmatocitos: C: prohemocitos, plasmatécitos e estagios
intermediarios. D: granulécito. E: oenocitoéide. F: todos os hemocitos. Ph= prohemdcito.
Ph-I= prohemécito intermediario. Pl= plasmatécitos. Gr= granulécitos. Oe= oenocitbides.

5.5.Ensaio de Fagocitose
Em ensaio adicionando-se bead puro a hemolinfa de M. scutellaris,
entretanto, n&o foi observado nenhum movimento fagocitico. Soroalbumina bovina
(BSA) foi, entéo, ligado covalentemente aos beads para deixa-los antigénicos. A
incubacdo desses beads com os hemacitos permitiu observar plasmatécitos e
granulocitos com beads fluorescentes fagocitados em seus citoplasmas (Figura
6). N&o encontramos prohemodcitos e endécitos com beads internalizados,

sugerindo que esses tipos celulares n&o realizam fagocitose.

10 pm ; n
Figura 6: Ensaio de fagocitose com beads fluorescentes incubados com células da
hemolinfa de M. scutellaris. A: plasmatocito apds fagocitose mostrando bead (ponta de
seta) no seu interior. B: plasmatécito que fagocitou os beads, a seta mostra um
prohemocito que ndo realizou fagocitose. C: granulocito com beads fagocitados (ponta de
seta).
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6. Discussao

Abelhas sem ferrédo, M. scutellaris, apresentam quatro estagios de
desenvolvimento, a saber, embrido, larva, pupa e adulto. Dias et al (2001)
realizaram medi¢cdes de capsula cefalica de larvas e utilizando a regra de Dyar
(Dyar, 1890) demonstraram que o periodo de larva em M. scutellaris apresenta
trés instares. O alimento larval € uma mistura de p6len, mel e secregéo glandular
das abelhas nutridoras (Machado, 1971). O alimento, dentro do alvéolo de cria,
possui duas fases: uma superior contento basicamente secrecbes das glandulas
mandibulares e hipofaringeanas, agua, acucares e subprodutos da digestdo do
pblen, portanto, mais liquida e uma inferior, contendo o podlen, alimento mais
sélido (Velthuis, 1992). O 3° instar larval de Melipona subdivide-se em cinco
estagios: L3-1, L3-2, L3-3, LPD e LD, que podem ser bem caracterizados pela
consisténcia do alimento e pela presenga ou auséncia de fezes na célula de cria.
A divisdo dos instares larvais em estagios bem definidos, permite melhores
analises dos processos fisioldégicos dessa abelha que envolvem determinacao de
casta e/ou sexo e, ainda, analises do sistema imune inato, como o apresentado
neste trabalho.

O aumento progressivo da massa do corpo (mg) observado entre os
estagios do 3° instar larval, com pico maximo em LPD, seguido de diminui¢ao
significativa em LD é esperado, visto que, em LPD as larvas estdo no final do
processo de alimentacdo e com isso, ganham massa atingindo pico maximo,
quando todo o alimento do alvéolo de cria foi consumido. A diminuicdo da massa
em LD é explicada pelo inicio do processo de defecacéo.

Gupta (1979, 1985, 1991), Lavine e Strand (2002) e, mais recentemente,
Hartenstein (2006) buscaram uniformizar a nomenclatura dos hemoécitos e
classificaram os principais tipos presentes em varias ordens de insetos como:
prohemdécito, plasmatécito, granulécito e oenocitdides. Tipos adicionais foram,
também, descritos: coagulocito (CO), adipohemdcito (AD), esferuldcito (ES),
podocito (PO) e vermiforme (VE). Em nosso estudo foram encontrados quatro

tipos de hemacitos na hemolinfa do 3° instar larval de M. scutellaris, distinguidos
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apo6s coloragdo com Giemsa, em prohemdcitos, plasmatocitos, granuldcitos, e
oenocitéides. Esta € a primeira descricdo dos tipos celulares presentes na
hemolinfa de Melipona scutellaris.

Estudos sobre estagios de diferenciagdo dos hemécitos em varios insetos,
realizados por Gupta (1979, 1985, 1991) permitiram definir os Ph como stem cells,
ou seja, células que originam outros tipos celulares. Yamashita e lwabuchi (2001)
mostraram que, em Bombyx mori, aproximadamente, 43% dessas células,
diferenciam-se em PIl, Gr e ES, confirmando assim sua pluripotencialidade. Os
prohemdécitos originam os Pl e estes os Gr. Os Gr s&o células pluripotentes e dao
origem aos AD, VE e ES. Os tipos celulares AD e VE nao sdo encontrados na
maioria das espécies (Gupta, 1991). Em Drosophila os prohemdcitos da regiao da
cabeca diferenciam-se em plasmatécitos, enquanto outro grupo de prohemécitos
da regido anterior do intestino médio, forma células granulares (Rehorn et al.,
1996; Lebetsky et al., 2000).

Nos resultados da presente andlise, os prohemocitos exibiram baixo
numero na hemolinfa durante todos os estagios do 3° instar larva de M.
scutellaris, exceto, no estagio LD, que corresponde ao ultimo estagio do 3° instar
larval, fase em que ocorre aumento significativo do numero de prohemocitos. No
processo de metamorfose todos os tecidos sdo remodelados e novas células séo
formadas. Alguns autores ja descreveram a importancia dos hemdcitos no
processo de metamorfose e indicaram os prohemécitos como as stem cell da
hemolinfa (Jones, 1970; Akai e Sato, 1971; Feir, 1979; Ratcliffe et al., 1985;
Kohlmaier e Edgar, 2008). Foi verificado, por outros autores, que os Ph exibem
alto indice mitético e no periodo pds-embrionario, a quantificagdo dos hemécitos
ndo passa de 5% do total de células (Gupta, 1979; Gupta, 1985), assim como,
verificamos em M. scutellaris, onde na fase de LD encontramos muitos
prohemécitos em  mitose. Encontramos prohembécitos intermediarios,
diferenciando-se em plasmatocitos (Figura 5C) o que sugere que prohemacitos de
M. scutellaris podem ser células pouco diferenciadas, que podem se diferenciar
em plasmatocitos quando necessario. As colméias das abelhas estdo em
constante contato com microorganismos. As fontes primarias de contaminagao
microbiolégica s&o o pdlen, o trato digestivo das abelhas, a poeira e as flores. Os

microorganismos encontrados nas colméias sdo, principalmente, bactérias e
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leveduras. As larvas podem ser estéreis inicialmente, mas ao ingerirem o alimento
larval (rico em pdlen e néctar), adquirem a microbiota presente no mesmo
(Snowdon e Cliver, 1996; Gilliam, 1997).

A primeira linha de defesa contra esses microorganismos é o epitélio da
parede do intestino e a membrana peritrofica (Gillespie et al., 1997). Ao passarem
essas barreiras os microorganismos entram em contato com a hemolinfa das
larvas e precisam ser eliminados. Essa tarefa, provavelmente, deve ser feita pelas
células da hemolinfa, principalmente plasmatoécitos e granul6citos, que como
vimos neste trabalho realizaram fagocitose. Como ja observado em lepidéptera,
no estagio larval, os plasmatdcitos e granulécitos representam mais de 50% do
total de hemodcitos circulantes e sdo os unicos tipos de hemocitos capazes de
aderir a superficies estranhas (Lackie, 1988; Ratcliffe, 1993; Strand e Pech,
1995).

Giglio e colaborados (2008) observaram em adultos e larvas de Carabus
lefebvrei que os plasmatoécitos sdo os hemécitos mais abundantes presentes na
hemolinfa. Os plasmatécitos podem ser comparados com os macrofagos dos
vertebrados e estdo envolvidos na remocao de células apoptédticas durante o
desenvolvimento, bem como na ingestdo ou encapsulamento de patdgenos
(Evans et al., 2003; Hartenstein, 2006).

Os granuldcitos estao relacionados com fungao imunolégica, incluindo
cicatrizagdo, fagocitose e encapsulamento de agentes patogénicos e, também,
participam de fungdes metabdlicas durante o desenvolvimento (Hartenstein,
2006). Nardi e colaboradores (2001) mostraram que os hemdcitos sintetizam
parte da lamina basal e que os granulécitos estdo envolvidos na remodelagao
tecidual.

Em M. scutellaris, os Gr apresentaram coloragdo mais intensa dos granulos
no ultimo estadgio do 3°instar larval (LD). Beetz e colaboradores (2004) ja
verificaram que o mesmo ocorre no ultimo estagio de larva de Manduca sexta.
Esses autores afirmam o papel dos granulécitos na remodelagéo tecidual, para a
metamorfose (Nardi e Miklasz, 1989; Kurata et al., 1991; Kurata et al., 1992;
Rheuben, 1992; Murray et al., 1995; Kiger et al., 2001; Nardi et al., 2001). Em M.

scutellaris, porém, ocorre decréscimo significativo no ultimo estagio larval,
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sugerindo que outro tipo celular ou outros eventos, como apoptose, podem estar
relacionados com a remodelacao tecidual.

Os oenocitbéides desaparecem, progressivamente, durante todos os
estagios do ultimo instar larval de M. scutellaris. Esse mesmo comportamento ja
foi observado em larvas de Manduca sexta. A diminuicdo dos oenocitdides no
ultimo instar larval de Manduca sexta esta diretamente relacionada a produgao do
hormdnio 20-hydroxyecdysone, que estimula a sintese de proteinas envolvidas na
metamorfose. Altos niveis desse hormdnio inibem a divisdo celular nos
oenocitbéides, promovendo, assim, a apoptose dessas células (Beetz, 2002).

Nesse trabalho foram identificados prohemoécitos, plasmatocitos,
granulécitos e oenocitdides como os hemocitos presentes na hemolinfa de
Melipona scutellaris. A caracterizacdo dos hemécitos fornece informacdes
relevantes para evitar e combater infeccbes nas abelhas sem ferrdo e contribui

para a compreensao do papel dos hemdcitos na imunidade.
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CLONAGEM PARCIAL,
SEQUENCIAMENTO E
EXPRESSAO DO GENE TOLL EM
MELIPONA SCUTELLARIS
(HYMENOPTERA, APIDAE,
MELIPONINI)

Capitulo III



1. Resumo

Insetos sdo continuamente expostos a microrganismos potencialmente
patogénicos, mas apenas alguns contatos resultam em infec¢do. Insetos possuem
um complexo e eficiente sistema de defesa contra patdégenos e parasitas, que
envolve o tegumento e intestino como barreiras fisicas para infec¢ao; respostas
coordenadas de varios tipos de hemdcitos quando estas barreiras sao violadas e
a sintese de peptideos antimicrobianos e proteinas, principalmente pelo corpo
gorduroso. Nosso objetivo foi clonar e sequenciar parcialmente um gene do
sistema imune inato MsToll da abelha Melipona scutellaris. Por analises de RT-
PCR semiquantitativo avaliou-se os niveis de expressao de MsToll em diferentes
estagios do desenvolvimento e em diferentes tecidos de operarias de M.
scutellaris. A expressdo de MsToll na resposta imune foi avaliada por RT-PCR
tempo real em operarias infectadas com Escherichia coli (gram-negativa). Os
resultados mostraram menor expressao do gene MsToll nos estagios larvais
quando comparados com os demais estagios do desenvolvimento. A analise
tecido especifico de MsToll mostrou que em intestino sua expressao foi
significativamente maior quando relacionado com os demais tecidos analisados.
Com relacao aos niveis de MsToll na resposta imune observou-se o aumentou de
quatro vezes dos niveis desse transcrito em abelhas infectadas com E. coli
comparadas com o controle.

Palavras-chave: Receptor Toll, resposta imune inata, abelha sem ferrao.

2. Abstract

Insects are continuously exposed to potentially pathogenic microorganisms and
eukaryotic parasites, but only a few encounters result in infection. Insects possess
a complex and efficient system of biological defense against pathogens and
parasites. This system involves the following: the integument and gut as physical
barriers to infection, coordinated responses of several subpopulations of
hemocytes when these barriers are breached, and the induced synthesis of
antimicrobial peptides and proteins, primarily by the fat body. The purpose in the
present study was to verify a Toll receptor (MsToll) expression in Melipona
scutellaris. By semiquantitative RT-PCR we evaluate the MsToll levels at different
development stages and in different M. scutellaris workers tissues. The MsToll
expression in the immune response was evaluated by real time RT-PCR in
workers infected with Escherichia coli (gram-negative). Our data showed lower
MsToll expression in the larval stage compared with other development stages.
The specific tissue analysis showed that its expression in intestine was
significantly higher compared with other tissues analyzed. Furthermore, the MsToll
levels in innate immune response of M. scutellaris showed four folds enhanced in
bees infected with E. coli compared with control.

Keywords: Toll receptor, innate immune response, stingless bee.
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3. Introducgao

As abelhas, insetos sociais, vivem em colméias populosas e a densidade,
bem como a presenga de recursos armazenados dentro das colméias, as tornam
atraentes para agentes patogénicos (Schmid-Hempel, 1998). Para minimizar os
danos causados pelos microorganismos o0s insetos sociais apresentam
estratégias de defesa individuais e em grupo no combate as infecgdes.
Mecanismos sociais incluem a construgdo dos ninhos com materiais
antimicrobianos (Christe et al., 2003), a identificacdo e retirada da colméia, de
larvas infectadas (Spivak e Reuter, 2001) e transferéncia de tracos imunes
(Traniello et al., 2002; Sadd et al., 2005). Como a maioria dos eucariotos, os
insetos possuem defesas individuais, incluindo as respostas imunes (Casteels-
Josson et al., 1994; Evans, 2004).

Os insetos possuem um complexo e eficiente sistema de defesa individual
representado pela cuticula que os recobre e pelo tubo digestivo, que limitam a
invasdo da cavidade hemocélica. Quando essas barreiras sao vencidas,
desencadeia-se 0 processo de resposta celular e a indugdo da sintese de
peptideos antimicrobianos e proteinas de defesa (Ratcliffe e Whitten, 2004; Little
et al., 2005). A reacao celular é efetuada pelos hemdécitos, células circulantes da
hemolinfa que atuam de varias maneiras. Na presenca de pequenos organismos,
como as bactérias, os hemocitos realizam a fagocitose. Quando o numero de
bactérias é elevado ou quando parasitas maiores sdo 0s responsaveis pela
infeccado, grupos de hemocitos atuam formando capsulas ou nédulos em torno
dos organismos invasores, provocando a morte deles por asfixia ou pela acao de
substancias téxicas que séao liberadas no interior dos ndédulos ou capsulas (Silva,
2000).

Insetos, da mesma forma que outros artrépodes e vertebrados, possuem
mecanismos para reconhecer polimeros encontrados exclusivamente em
microorganismos com padrdes moleculares especificos, os chamados PAMPs (do
inglés, pathogen associated molecular patterns). O reconhecimento se da através
de receptores especificos para essa funcdo, os PRR (do inglés, pattern

recognition receptors) que podem mediar respostas celulares como a fagocitose,
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desencadear cascatas de serino-proteases que ativam respostas de melanizacao
ou regular a sintese e secrecao de fatores antimicrobianos (Kavanagh e Reeves,
2004). Um dos PRR mais estudado nos insetos € o Toll que é um receptor
transmembrénico com um dominio extracelular contendo regides ricas em
leucinas e um dominio intracelular similar ao do receptor interleucina-1 (Leclerc e
Reichhart, 2004).

As abelhas sem ferrdo sdo muito frageis quando expostas a destruicao de
seus habitats, os ocos de arvores, que vém sendo intensamente derrubadas.
Buscando areas ndo adequadas para estabelecimento de suas colénias podem
ser alvo de patdégenos. Nao foram relatados, ainda, na literatura trabalhos sobre o
sistema imune das abelhas sem ferrdo. Nesse contexto, propde-se caracterizar o
gene Toll na abelha sem ferrdo Melipona scutellaris e avaliar sua expressao em
abelhas infectadas por bactérias. Compreender a imunidade desses insetos é

importante para subsidiar programas de conservacgéo da espécie.

4. Material e Métodos

4.1. Material Biolégico
4.1.1. Abelhas

Nos experimentos foram utilizadas abelhas sem ferrdo, Melipona
scutellaris, mantidas no Meliponario da Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia-MG (S 180 55’/ W 450 17’). Os experimentos foram conduzidos no
Laboratorio de Genética da Universidade Federal de Uberlandia.

As fases de desenvolvimento das abelhas M. scutellaris sdo apresentadas

na Tabela 1.
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Tabela 1: Fases de desenvolvimento de Melipona scutellaris

Fases do Caracterizagao

desenvolvimento

L1 Larva 1
L2 Larva 2
L3 Larva 3
Pw Pupa de corpo branco, olho branco
Pp Pupa de corpo branco, olho rosa
Pb Pupa de corpo branco, olho marrom
Pbl Pupa de corpo branco, olho marrom escuro
Pbm Pupa com pigmentagao leve, olho marrom escuro
Pbd Pupa com pigmentacgao forte, olho marrom escuro
RN Adulto recém-nascido
Nurse (Abelha Nutridora)
F Forrageira (Abelha Campeira)

Os estagios de larva, referidos na Tabela 1, foram identificados segundo
Rossini (1989) e Dias et al. (2001) e os de pupa, segundo Dallacqua (2007) de
acordo com a cor do corpo e pigmentacéo do olho. Em M. scutellaris, o 3° instar
larval € subdividido em L3-1: alimento liquido na célula de cria, as larvas estao
sobre o alimento, curvadas e tem cor perolada; L3-2: alimento com consisténcia
viscosa, as larvas continuam curvadas e sua cor é perolada; L3-3: alimento na
célula de cria seco e com consisténcia so6lida, as larvas comegam a mudar de
posicao e tem cor perolada brilhante; LPD: célula de cria sem alimento e, ainda,
nao teve inicio o processo de defecagdo, as larvas estdo em forma de virgula,
dentro do alvéolo, tem cor perolada e continuam brilhantes; LD: célula de cria sem
alimento e teve inicio o processo de defecacgéo, as larvas sdo esbranquicadas e
opacas, estao eretas e com a cabeca voltada para cima.

Para caracterizacédo do gene Toll no desenvolvimento de M. scutellaris,
abelhas de todos os estagios e adultos foram estocadas em 1mL de reagente
Trizol (Ludwig Biotec) para posterior extracdo do RNA total. A quantificacdo de

transcritos Toll em abelhas infectadas foi realizada em operarias adultas.
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4.1.2. Agente infectante

Foi utilizado como agente causador de infeccdo em M. scutellaris a
bactéria Escherichia coli XL1Blue (Gram-negativa), que foi plaqueada em meio
Luria-Bertani (LB) solido (triptona, extrato de Levedura, NaCl e agar) e deixada
em estufa 37°C por 24h. Em seguida, as col6nias foram coletadas em 1mL de
PBS 1X estéril com o auxilio de alga bacteriolégica e centrifugadas por 10min a
10000g para formacgéo do pellet. O pellet foi lavado com PBS 1X trés vezes e
ressuspendido em 1mL de PBS 1X estéril. Ap6s lavagem as colbnias foram
incubadas por uma hora em banho-maria a 60°C, para inativagdo. A suspensao
de bactérias foi quantificada em espectofotémetro (CG Analitica) a 600nm. Nesse
comprimento de onda, a unidade de absorbancia corresponde a 10° bactérias/mL.

Ap6s leitura, as culturas foram diluidas em PBS 1X estéril para 10 células/mL.

4.2.Extracao de RNA Total e Confecg¢ao do cDNA

A extracdo de RNA total foi feita pelo método do TRIZOL (GIBCO)
segundo recomendacgdes do fabricante. A abelha foi macerada em 1mL de Trizol
para cada 100mg de tecido, agitado em vértex e incubado por 5min a 30°C.
Adicionados 0,2mL de cloroférmio para cada mL de Trizol, agitando-se por 15s e
incubando-se a 30°C por 2min, seguidos de centrifugagdo a 12000g por 15min a
4°C. A fase aquosa foi transferida para microtubo de 1,5mL ao qual foram
adicionados 500uL de isopropanol para cada mL. As amostras foram incubadas
overnight a -20°C. Posteriormente, foram centrifugadas a 12000g por 30min, a
4°C. O sedimento foi lavado com etanol 75% e centrifugado a 7500g por 5min a
4°C. Depois da secagem ao ar, o material foi ressuspendido em agua DEPC e
quantificado em espectofotdmetro (CG Analitica) a 260nm.

O DNA gendmico contaminante foi removido utilizando-se 10U de Dnase |
para cada 10ug de RNA. A reacédo adicionou-se ainda 10U de inibidor de RNase
(Invitrogen). A reacéo foi realizada incubando-se por 40min a 37°C, com posterior
aquecimento a 70°C por 10min para inativagéo da enzima.

A sintese de cDNA (RT) foi feita utilizando-se o sistema de sintese M-
MLV transcriptase reverse (Promega) e Oligo dT (15) (Invitrogen), segundo

instru¢cdes do fabricante. Por este método, apenas a primeira fita do cDNA é
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sintetizada através de transcricao reversa. A segunda fita € gerada por PCR com

0 uso de primers especificos.

4.3.RT-PCR Semiquantitativo

Um microlitro da reacéo de RT foi utilizado para amplificar o fragmento
génico MsToll utilizando 200puM de dANTP, 2mM de MgCl, Tampao 1X, 6pmol de
cada primer, 1,5U de Taq DNA Polimerase (Real-biotech).

A amplificacdo foi processada em um ciclo inicial de 95°C por 5min,
seguido de trinta e cinco ciclos de 95°C por 40s, 58°C por 40s 72° por 1min. e
extensao final a 72° por 5min.

Os primers foram desenhados com base na seqiiéncia do gene predito
Toll de  Apis  mellifera (GenBank: XM_396158), Forward: 5
GCTGGAGAATGGATACCAACACA 3 e Reverse 5
CGTCCCCAAACACTTTCCAA 3. O gene codificador da proteina ribossomal
(RP49) foi utilizada como gene enddgeno para normalizagdo da reacéo (F:
CGTCATATGTTGCCAACTGGT, R: 5 TTGAGCACGTTCAACAATGG 3'). Em
estudo realizado por Lourenco e colaboradores (2008) em A. mellifera o gene
RP49 foi considerado o unico gene entre todos analisados (act, rp49, ef1-alpha,
tbp-af) em que as mudancgas nos niveis de expressao entre diferentes estagios de
desenvolvimento nao foram significativas. Foi feita uma cinética da reagéo (curva
de saturacdo) para verificar o numero de ciclos ideais para cada gene. A
densitometria optica (O.D.) foi analisada em programa IMVDS (/mage Master™
VDS Software, versdo 2.0-Pharmacia Bioscience). Os valores obtidos foram
submetidos a razdo mRNA gene analisado/ mRNA RP49, para obtencdo da

expressao relativa de cada gene nos individuos analisados.

4.4.Clonagem e sequenciamento dos fragmentos MsRP49 e MsToll
Os fragmentos MsRP49 e MsToll foram inseridos em vetor plasmidial
pGEM-T Easy (Promega) e a reacao de ligacao foi processada de acordo com
instrugcdes do fabricante.
O produto da reagao de ligagao (3uL) foi misturado levemente com 200uL
de células eletrocompetentes E. coli XL1Blue, colocados em cuveta gelada e

eletroparados em Eletroporador Bio-Rad. Apds eletroporagdo adicionou-se,
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rapidamente, a cuveta, 1mL de meio SOC (triptona, extrato de levedura, NacCl,
glicose e MgCl,) lavando-a com o meio por duas vezes. O material coletado foi
incubado por 1 hora a 37°C, em shaker a 250g e plaqueado em 100uL de meio
LB sélido contendo 100ug/mL de ampicilina.

Colbnias transformadas (clones positivos ou colénias brancas) foram
replicadas em 5mL de meio LB liquido adicionado de Ampicilina (100ug/mL) e
incubadas a 37°C por 16-24h, sob agitacdo. Centrifugou-se 1,5mL a 6000g,
descartando o sobrenadante. As células foram ressuspendidas em 200uL de GET
(glicose 20%; EDTA 0,5M, pH 8,0; Tris-HCI 1M, pH 7,4) e incubadas no gelo por
5min. Em seguida foram adicionados 200uL de solucao Il (NaOH 2M, SDS 10%)
recém preparada e homogeneizada por inversdo. Apds a lise celular foram
adicionados 150uL de solugéo Il (KoAC 3M) e 2uL de RNase (10mg/mL) e
incubado por 10min. Centrifugacéo por 15min a 13000g a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para tubo novo, ao qual foram adicionados 500uL de isopropanol. O
pellet foi lavado com 600uL de etanol 70% gelado e ressuspendido em 20uL de
agua Mili-Q. O plasmideo foi quantificado a 260nm em espectofotdmetro (CG
Analitica) e visualizado em gel de agarose 0,8%. Os Clones positivos foram
sequenciados em MegaBace (AMERSHAM) utilizando protocolo padrdo. As
analises de bioinformatica foram realizadas por meio de ferramentas de
bioinformatica (BLAST, CLUSTALW, CAP3 Contig Assembly Program, Prosite,

ProDom, Expasy translate, Search Conserved Domains on a Protein).

4.5.Infeccao das Abelhas

Para quantificar os transcritos do gene MsToll em M. scutellaris, operarias
foram infectadas com bactéria Gram-negativa.

O controle para avaliacdo do efeito da injecao constou de operarias
injetadas com 1uL de PBS 1X. No experimento para andlise da resposta imune
em abelhas infectadas, as operarias foram inoculadas com 1L de E. coli (4,6 x
10* cells/mL). Os individuos foram colocados em placa de Petri forradas com
papel de filtro e mantidas em estufa a 32°C e 75% de umidade relativa (ASTM).
Apds 24h realizou-se a extragcdo do RNA total e analise por PCR tempo real
(gPCR).
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4.6. Analise por RT-PCR em Tempo Real

A quantificagdo dos mRNA de MsToll induzidos pela infecgdo com
bactérias foi realizada pela técnica por PCR Tempo Real, a qual é baseada no
monitoramento da fluorescéncia da amplificacédo de DNA ciclo a ciclo.

As reacdes de RT-PCR foram realizadas simultaneamente para MsToll e
RP49, em placas de leitura Opticas de 96-well, em triplicata. Cada reag&o continha
1X SYBR Green PCR Master Mix (Apllied Biosystem), 5.0pmol de cada primer,
1uL cDNA em um volume final de 10uL (completado com agua Mili-Q). A
normalizagéo da reacao foi feita com o mRNA do gene constitutivo RP49.

Os primer para os genes Toll e RP49 foram desenhados usando Primer
Express software (Applied Biosystem).

As reacbes de PCR foram feitas com 40 ciclos em ABI 7700 Sequencer
Detector (Applied Biosystems) nas seguintes condi¢des: 50°C por 1min, 95°C por
10min, seguidos por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1min.

O Cy foi definido como o primeiro ciclo no qual ocorre um aumento
significativo na magnitude do sinal gerado, detectado na reacdo de PCR. Os
valores do Cr foram calculados pelo real-timer sequencer detection software
(Applied Biosystems) e foram usados para calcular a expressédo do mRNA do
gene MsToll relativo ao mRNA do gene normalizador RP49. Os niveis de
expressao foram calculados relativos aos controles (injetados com PBS) usando
27%CT gquation (Livak and Schittgen 2001).

Para padronizacao e analise de eficiéncia dos primers foram feitas
reacdes com diluicbes seriadas de cDNA: sem diluigdo, 1:10; 1:100; 1:1000 e
construcao de curvas de regressao linear para cada par de primer. A eficiéncia da
reacao foi avaliada pelo valor slope, dado pela curva, aplicado a férmula E=10"
Vslope (4 valor “E” deve ser proximo a 2).

O treshold e a base line foram ajustados automaticamente pelo sistema.
Os valores de Ct foram transformados em valores de quantificagdo de acordo
com User Bulletin n°. 2 Applied Biosystems.

A especificidade dos produtos de PCR foi verificada por analise de curva
de dissociagao do gene endogeno RP49 que, nesse caso, deve apresentar um

pico unico, pois os primers flanqueiam um Intron. Sendo satisfatério o resultado,
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foi processada a reacdo de qPCR com as amostras dos grupos controle e

experimental (infectado).

4.7. Analise estatistica
As andlises estatisticas foram feitas pelo programa estatistico StatView
for Windows versdo 4.57. (Abacus Concepts, Inc., Copyright 1992 -1996)
utiizadando analise de variancia (ANOVA) e para verificacdo de possiveis
diferencas entre as médias de cada fator a ser estudado, foi utilizado o teste t-

student’s.

5. Resultados

5.1.Clonagem e sequenciamento de fragmento dos genes MsRP49 e

MsToll e analise “in silico”

Nos experimentos de RT-PCR semiquantitativo e qualitativo, foram usados
primers especificos para os genes RP49 e Toll de Apis mellifera que resultaram
em uma banda cada em M. scutellaris (Figura 1), as quais foram purificadas do
gel de agarose 1,5%. As bandas purificadas foram clonadas em pGEM-T Easy

Vector (Promega) segundo recomendac¢des do fabricante.

M 1 2

Figura 1: RT-PCR semiquantitativo dos fragmentos dos genes MsToll e MsRP49.
Produtos de RT-PCR em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. M-
marcador 100pb (Vivantis); 1- amplicon do MsToll; 2- amplicon do MsRP49.

Cada fragmento génico (MsRP49 e MsToll) foi sequenciado quatro vezes
para confirmacao dos resultados. Para excluir sequéncias de vetores utilizou-se
VecScreen-Blast. O fragmento do gene MsRP49, sem o vetor, apresentou 150pb,

enquanto o fragmento do gene MsToll mostrou 101pb .

50



Utilizando CAP3 Contig Assembly Program (BioEdit), as seqUéncias dos
fragmentos dos genes MsRP49 e MsToll foram alinhadas, formando um unico
Clustal W

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) comparou-se as sequéncias de

contig cada. Utilizando-se a ferramenta de alinhamento

MsRP49 e MsToll com as sequéncias de Apis mellifera depositadas no GenBank
(RP49, AF441189 e Toll, XM_396158) com resultados de 89% e 90% de

identidade, respectivamente (Figura 2).

KWW KWW KWW W HH

RP49 Melipona scutellaris ————————m——mmmm e CGICATATGTTGCCAACTGGTTTCAGAAR 29
RP49 Apis mellifera TATGGAAGTAACARAAAAACTCGTCATATGTTGCCAACTGGTTITAGAAR 250
S e e e e e e R e R
RP49 Melipona scutellaris GGTTTTAGTACACAATSTTAAGGAATTAGAAGTTTTGATGATGCAGRATA 79
RP49 Apis mellifera AGTTTIGGTACATAATSTCAAGGAACTGGAAGTTTTAATGATGCARRACE 300
WRERER WERRE WREHE WRRRRE W RRREFRRRNY WRERRRRE W W
RP49 Melipona scutellaris GAAAATTCTGTGCTGASATTGCTCACGGAGTAAGCAGTAAAARACGTAAR 129
RP49 Apis mellifera GRARAATTTTGTGCTGAAATTGCTCATGGGGGGAGCAGTAARAAACGTAAR 350
e W A A 8 A8 B 2 S & 8 2 8 8 & 24 "W = LA A A8 2 8 A8 & 8 4 8 8 8 2 8 8
RP49 Melipona scutellaris TCCATTGTTGAACGTGCTCAR - ——mmm = = S m i 150
RP49 Apis mellifera TCCATTGTTGAACGTGCTCAACAACTTTCAATAAGAGTAACTTATGCCAG 400

Toll Melipona scutellaris
Toll Apis mellifera

Toll Melipona scutellaris
Toll Apis mellifera

———————————————— GCTGGAGRATGGATACCARCACARATTGCACGTT
TTTTCGIGATTGGITAGCTGGAGRATGGATACCARCACARATCGCGCETT

TACAGGATTICTAGGCGAACGATAGTGGTGITATCACCGARACTTITIG

34
2650

84

CIG
CTIGITGAAGRAATCTAGGCGAACGATAGTAGTITTITATCACCCARTTITITG 2700

Ed WOR R R R R R R WO EEEEEEEE O R E R W

Toll Melipona scutellaris GAAAGTGTTTGGGGACG——————————=—————— 101
Toll Apis mellifera GAALGTGITTIGGGGACGARTGCGAATTTAGAGTGGCGCATTGICARGCACT 2750
R KRR R *

Figura 2: Alinhamento entre as sequéncias de nucleotideos das cds parciais da proteina
ribossomal (RP49) e do receptor Toll de M. scutellaris com mRNA da RP49 e Toll de Apis
mellifera. |dentidade de 89% para RP49 e 90% para Toll.

As sequéncias de aminoacidos de fragmentos MsRP49 e MsToll foram

deduzidas pelo programa Expasy Translate (http://ca.expasy.org/tools/dna.html):

MsRP49—> RHMLPTGFRKVLVHNVKELEVLMMQNRKFCAEIAHGVSSKKRKSIVERAQ
MsToll —» AGEWIPTQIARSVQDSRRTIVVLSPNFLESVWG
A andlise “in silico” dos dominios protéicos dos fragmentos MsRP49 e

MsToll foram realizadas nos bancos de dados Prosite (http://expasy.org/prosite/),

ProDom (http://prodom.prabi.fr/prodom/current/html/form.php) e Search

Conserved Domains on a Protein (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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No fragmento sequenciado do cDNA da proteina ribossomal de M.
scutellaris (MsRP49) foram identificados dois dominios relacionados a proteinas
ribossomais, por meio de anadlise pelo ProDom. A busca no NCBI também
apresentou dominios ligados a proteinas ribossomais (Figura 3). Utilizando o
Prosite a sequéncia parcial obtida de RP49 de M. scutellaris nao apresentou

similaridade com nenhum dominio protéico depositado nesse banco.

Banco de dados ProDom

>PD003823 (Closest domain: Q56FFé_SHYME 12-123)
Number of domains in family: 126
E;'crrmentary {automatic):
IBOSOMAL 132 RIBONUCLEOPROTEIN 60S L32E 505 L32 STRAIN CHROMOSOME DIRECT
Length = 112
Score = 256 (103.2 bits), Expect = le-21
Identities = 49/50 (98%), Positives = 50/50 (100%)

Query: 1 RHMLPTGFRKVLVHNVKELEVILMMONRKFCAETAHGVSSKKRKSIVERAD 50
RHEMLPTGFRKVLVHNVKELEVIMMONRKFCAETAHGVSSKKRK+IVERAQ
Sbjct: 66 RHMLPTGFRKVLVHNVKELEVILMMONRKFCAETIRHGVSSKKRKTIVERAQ 115

>PD494870 (Closest domain: Q38CWI_9TRYP 16-109)
[:umber of domains in family: 4

Commentary (automatic):

IBOSOMAL 605 L32 L32 NUCLEOMORPH RIBONUCLEOFROTEIN
Length = 94
Score = 119

(50.4 bits), Expect = le-0
Identities = 20/45 (

-05
44%), Positives = 34/45 (75%)

/4
Query: 1 REMLPTGFREKVLVHNVKELEVIMMONRKFCRETAHGVSSKKRKSI 45
+++ P+GF+  VHNV++L +L+MONRK+ I+H V +K RK+I
Skjct: 65 KYITPSGFENFPEVNNVQDLYMLIMONRKYAGVISHTVGAKARKAI 109

Banco de dados NCBI

Query se e e ey

q.
235 rRNA interface

Non-specific Ribosomal _L32_L32e
hits Ribosomal _L32e

RPL32

rpl32e '
Superfanilies Ribosomal_L32 L3% ‘superfamily |

Figura 3: Analise de dominio do fragmento seqiienciado do cDNA da RP49 de M.
scutellaris utilizando o programa ProDom e Search Conserved Domains on a Protein.

A pesquisa por motivos protéicos para o sequenciamento parcial do
MsToll pelo ProDom revelou identidade com a familia PD002366, que
corresponde a receptores Toll-like. Analises de dominios pelo Prosite e NCBI

mostraram, também, relacdo aos receptores Toll, classificando o MsToll como
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pertencente a superfamilia TIR (Figura 4). O dominio Toll/ interleukin-1 receptor
(TIR) pertence ao grupo de sinalizadores intracelulares encontrados em MyD88,
interleucina-1 e os receptores Toll. Ele contém trés regides altamente
conservadas e medeia a relacdo proteina-proteina entre os “Toll like receptors” e

0s componentes da via de transducao (Marchler-Bauer et al., 2007).

Banco de dados ProDom

>PD002366 (Closest domain: QE8MQUS_AEDAE 291-977)

Number of domains in family: 230

Commentary (autcmatic):

RECEFTOR TOLL-LIKE RESPONSE REPEAT PRECURSOR GLYCOFROTEIN MEMBRANE SIGNAL TRANSMEMBRANE IMMUNE
Length = 87

Score = 142 (59.3 bits), Expect = 2e-08

Identities = 28/32 (87%), Positives = 30/32 (93%)

GEWIFTQIARSVQDSRRTIVVLSENFLESVING 33
GE IPTQIA+S5V+DSRRTIVVLS NFLESVWG
Sbjct: 932 GELIFTQIAKSVEDSRRTIVVLSINFLESVWG 963

Banco de dados NCBI

1 » ]
) 2 N | 2 2 2 2 )

[ 8]

Query:

Quury zeq, : :
Weo-opocific | T

hits TIR
Swperfanilies I ,I,IR, suparfamiiy

Banco de dados Prosite
Hits by PS50104 TIR TIR domain profile :

USERSEQ1 @ (33 aa)

1-33: score = 11.630
------------------------------------------- AGEWIPTQIARSVQDSR
RS BN BT SNG oo s el g

Figura 4: Analise do dominio do fragmento parcial MsToll utilizando o programa ProDom,
Search Conserved Domains on a Protein (NCBI) e Prosite.

Foi realizado alinhamento entre as proteinas Toll de M. scutellaris
(fragmento parcial), A. mellifera, Drosophila melanogaster, Nasonia vitripennis e

Aedes aegypti mostrando que a regido analisada & altamente conservada entre

esses insetos.

53



725 071 SO AGEWIPTQIARSVQD 15

Epis DXDKLYDAFISYSHKDEDFVVNELVPKLENGPKPFKLCLEFRDWLAGEWIPTQIARSVEE 887
Nasonia DRDKSYDAFISYSHRKDEEFVLKELVAKLEDGPKPYRLCIHIRDWLAGEWIPMQIARSVEE 901
hedes DKDKLYDAFISYSHKDEEFITEHLVPTLERKEPMNFKTCWHVRDWMPGELIPTQIAKSVED 945
Drosophila DXDKKFDAFISYSHKDQSFIEDYLVPQLEHGPOQRKFQLCVHERDWLVGGHIPENIMRSVAD 844
w ww :“R :‘!!
Melipona SRR Y S ENE I SVl G e e e e e e e e e e e e e e s e e e s e e e e e e e 33
Epis SRRIIVVLSPNFLESVWGRMEFRVAHCQOALSERRSKVILILYDEIGPINNLDPELKAYMS 947
Nasonia SRRIIVVLSPNFIESVWGRMEFQAAHKOALSERRARLIVVVYGEIGPTDELEPELRAYLQ 961
Redes SRRTIVVLSTNFLESVWGRMEFRTAHLTSMEERRARVIVIIYGDIGSIEDLDPELKAYLK 1005
Drosophila SRRTIIVLSONFIKSEWARLEFRAZHRSALNEGRSRIIVIIYSDIGDVEXLDEELKAYLX S04

WRERW s R Whs oW W

Figura 5. Alinhamento da seqUéncia parcial da proteina MsToll com outras proteinas Toll
de insetos, utilizando o resultado do programa ClustalW. As posi¢cbdes conservadas em
todas as proteinas estdo identificadas com um asterisco abaixo. Na margem direita esta
indicada a posigdo dos aminoacidos. Sequéncias utilizadas e respectivo numero de
acesso no GenBank: M. scutellaris, A. mellifera (XM_396158), Drosophila melanogaster
(AAQ64937), Nasonia vitripennis (XP_001604577) e Aedes aegypti (AAM97775). (*)
aminoacidos idénticos, (:) e (.) aminoacidos similares.

5.2. Expressao de MsToll durante o desenvolvimento de Melipona
scutellaris

As reagdes de RT-PCR foram feitas em tubos separados, mantendo a
mesma proporc¢ao de todos os reagentes e, também, temperatura de anelamento
de primers a 58°C, tanto para MsRP49 quanto para MsToll. A partir de uma curva
cinética da fase log de amplificagdo para os genes MsToll e MsRP49
(considerando a leitura de densidade 6ptica), determinou-se que o numero ideal
de ciclos para as reag¢des de PCR para que nao houvesse saturagéo era 30 ciclos
para MsToll e 33 ciclos para MsRP49.

Para o calculo dos niveis relativos de mRNA de MsToll foram feitos trés
experimentos independentes, com normalizac&o pela expressao do gene MsRP49
e calculo das médias e desvio padrdo. A expressdo de transcritos de MsToll
ocorreu ao longo de todo desenvolvimento da M. scutellaris, com flutuacdo na
expressao dos transcritos dentro das fases larval, pupal e adultos (Figura 6),
segundo as analises de densitometria Optica. No estagio larval, os individuos
apresentam menor expressao quando comparados com o0s estagios de pupa e

adulto. Foi observado pico maximo em abelhas nutridoras.
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Figura 6: Perfil de expressdo do gene MsToll em larvas, pupas e adultos de Melipona
scutellaris. (A) Visualizacdo em gel de agarose 1,5% dos transcritos MsToll durante o
desenvolvimento de M. scutellaris. (B) Analises feitas por densitometria 6ptica (O.D.) a
partir de RT-PCR semiquantitativa, submetida a eletroforese em gel de agarose 1,5 %. O
gene da proteina ribossomal 49 (RP49) foi usado como gene enddégeno normalizador. As
fases do desenvolvimento analisadas foram L1 (larva 1), L2 (larva 2), L3-1 (larva 3
estagio 1), L3-2 (larva 3 estagio 2), L3-3 (larva 3 estagio 3), LPD (larva pré-defecante),
LD (larva defecante), Pw (pupa olho branco), Pp (pupa olho rosa), Pb (pupa olho
marrom), Pbl (pupa olho marrom escuro), Pbm (pupa olho marrom escuro e corpo com
pigmentacgéo leve), Pbd (pupa olho marrom escuro e corpo com pigmentagéo forte).

5.3.Expressao do gene MsToll em diferentes tecidos

A avaliacao do perfil de expressao do MsToll tecido especifico foi
realizada em intestino médio, intestino posterior, corpo gorduroso, tubulos de
Malpighi e cabeca de operarias nutridoras (Figura 7). Essa fase foi escolhida por
ter apresentado o maior padrao de expressdo quando avaliada a expresséo de
MsToll durante o desenvolvimento de M. scutellaris. Os resultados mostraram
expressao significativamente maior (ANOVA, p<0.05) do gene MsToll no intestino
(médio e posterior) do que nos demais tecidos. Em tubulos de Malpighi foi

detectada a menor expressao de transcritos.
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Figura 7: Transcritos do MsToll (cds parcial) em tecidos de Melipona scutellaris. Analises
feitas por densitometria 6ptica (0.D.) a partir de RT-PCR semiquantitativa, submetida a
eletroforese em gel de agarose 1,5 %. O gene da proteina ribossomal 49 (RP49) foi
usado como gene endoégeno normalizador. A expresséao foi analisada em intestino médio
e posterior, tubulos de Malpighi , corpo gorduroso (CG) e cabecga de operarias nutridoras.
Diferentes letras significam as diferengas entre os grupos (ANOVA, p<0.05).

5.4.Modulagao do gene MsToll por bactéria gram-negativa
Para quantificar a expressdo do gene MsToll em operarias infectadas
realizou-se RT-PCR em tempo real ap6s 24 horas da injegdo com E. coli. A
infeccdo com bactéria gram-negativa promoveu aumento de quatro vezes na

producao de mRNA do gene MsToll (Figura 8).

3
25
2

Expressdo relativa

ey
o = in

Controle E. coli

Figura 8: Quantificacdo do mRNA do gene MsToll por PCR Tempo Real. Controle:
representa abelhas injetadas com PBS. E. coli:abelhas infetadas com essa bactéria. *
representa aumento significativo de quatro vezes na expresséo desse gene (p<0,01).
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6. Discussao

Considerando os estudos sobre o sistema imune dos invertebrados, o
conhecimento dos mecanismos envolvidos na resposta imune das abelhas sem
ferrdo € inexistente. Ao lado da defesa social apresentada por individuos que
vivem em sociedades, a sobrevivéncia depende, além de outros fatores, da
presenca de um eficiente sistema de defesa individual, que garantira que o
organismo patogénico seja rapidamente eliminado.

Nos insetos, os genes codificadores de uma série de moléculas
antimicrobianas sao induzidos por infeccdo e ap6s algumas horas essas
moléculas sado secretadas na hemolinfa (Engstrém, 1998; Manetti et al., 1998).
Primeiramente, para producdo dessas moléculas os patdégenos devem ser
reconhecidos pelos receptores de reconhecimento padrdo. Os receptores Toll séo
fundamentais para ativacéo do sistema imune inato nos invertebrados através do
reconhecimento de PAMPs. Em 2006, Evans e colaborados, identificaram em
Apis mellifera cinco receptores Toll: Toll1, Toll2/18w, Toll6, Toll8/Trex/Tollo e
Toll10, no entanto, ndo & conhecido nenhum dado na literatura referente a
expressao do gene Toll na abelha sem ferrédo, Melipona scutellaris.

Neste trabalho buscamos identificar e caracterizar um gene Toll durante o
desenvolvimento de M. scutellaris. Também avaliamos sua expressdo em tecido
especifico e em abelhas infectadas com bactéria gram-negativa tentando
estabelecer sua ligagdo com o sistema imune.

As abelhas armazenam dentro das colméias suas fontes de alimento
(pdlen, néctar e mel) tornando-se atraentes para agentes patogénicos (Schmid-
Hempel, 1998). As abelhas sem ferrdo apresentam grande variedade de
microorganismos associados a elas, como bactérias (Machado, 1971; Cruz-
Landim, 1996), fungos (Gilliam et al., 1990) e acaros (Eickwort, 1990). Esses
microorganismos podem ser mutualistas, sendo fundamentais para a converséo
metabdlica ou preservacdo dos alimentos em ambientes umidos e quentes
(Gilliam, 1997; Ramos, 1997). Os microorganismos podem, também, ser parasitas
ou comensais, sendo que alguns podem causar doencas em abelhas como,

Paenbacillus larvae e Melissococcus plutonius, responsaveis, respectivamente,
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pelas doencas American foulbrood e European foulbrood na abelha A. mellifera
(Lauro et al., 2003; Piccini et al., 2004).

As analises “in silico” dos fragmentos MsRP49 e MsToll mostraram que as
sequéncias obtidas de M. scutellaris sdo ortélogas dos genes de A. mellifera ,
pois, o fragmento parcial MsRP49 possui dominios semelhantes a proteinas
ribossomais e, também, apresentou 89% de identidade a RP49 de A. mellifera. A
clonagem parcial do MsToll, primeiro gene do sistema imune isolado em abelha
sem ferrdo, caracterizou-se por fazer parte do dominio TIR, um dominio
intracelular homologo ao do Toll/receptor de IL-1, que é altamente conservado
nos animais (Leulier e Lemaitre, 2008). Na analise de alinhamento da sequéncia
de aminoacidos do Toll mostra que esse dominio & conservado entre os insetos.

A expressdo do gene MsToll foi investigada durante os estagios do
desenvolvimento (larva, pupa e adulto) de M. scutellaris por meio de RT-PCR
semiquantitativa. Nos estagios larvais as abelhas apresentaram baixa expressao
do gene Toll, alguns autores acreditam que as larvas de A. mellifera podem ser
estéreis inicialmente, e ao serem alimentadas com néctar e polen (alimento larval)
pelas operarias, adquirem a flora bacteriana das mesmas (Snowdon e Cliver,
1996; Gilliam, 1997). Em Melipona, apds o aprovisionamento, a rainha realiza
oviposicdo em cima da camada mais liquida do alimento (Sakagami e Zucchi,
1963), camada que também contem bactérias, principalmente do género Bacillus
(Ramos, 1997; Santos, 2007). O fato de baixa expresséo pode estar relacionado a
processos evolutivos que levaram as larvas a reconhecerem essa microbiota do
alimento como né&o patogénica.

O alimento larval é composto de trés produtos principais: pélen e
carboidratos, que foi previamente coletado das flores e estocado separadamente
em potes de mel ou de pdlen, e proteinas secretadas pelas glandulas
hipofaringenea (Roubik, 1982). De acordo com Hartfelde e Engels (1988), o
alimento larval das abelhas sem ferrdo contém 40-60% de agua, 5-12% acucar e
0,2 a 1,3% aminoacidos. Mesmo o alimento larval sendo rico em nutrientes néo
constitui fonte principal de microorganismos. Ramos, 1997 observou grande
ntmero de microorganismos no mel (2,2 x 10° ufc/mL) e polen (4,0 x 10* ufc/mL)
e numeros significativamente menores no alimento larval (4,0 x 103 a 3,0 x 10’

ufc/mL) sendo, principalmente, bactérias do género Bacillus (Gilliam et al., 1990).
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Nesse trabalho os individuos adultos apresentaram maior expressao do
MsToll em relagéo a larvas e pupas. Abelhas recém-nascidas e individuos adultos
(nutridoras e forrageiras) adquirem os microorganismos externos a colméia
quando comegcam a alimentacdo. A inoculacdo microbial e a colonizagédo do
intestino sdo resultados do consumo de pdlen e da trofalaxia, processo de
alimentagdo em que um individuo transfere para outro o alimento que se encontra
dentro do seu préprio tubo digestivo por regurgitacao (Gilliam et al., 1983).
Nossos dados mostraram que a maior expressao do gene MsToll em adultos &
acentuada em operarias nutridoras, esse maior numero de transcritos nos permite
associar diretamente a atividade desempenhada por essas operarias com maior
contaminagao por microorganismos. Nutridoras trabalham o tempo todo com
bactérias presente no poélen, mel e realizam trofalaxia com campeiras que
acabaram de chegar do ambiente externo.

Os insetos abrigam rica e complexa comunidade de microrganismos no
seu intestino e em outras regides do organismo. Esta microbiota pode interagir de
diferentes formas que vai desde a patogénese até o mutualismo (Dillon e Dillon,
2004). Avaliando a expressdo do fragmento MsToll em diferentes tecidos de
operaria nutridora percebemos sua maior expressdo em intestino (médio e
posterior). No intestino de A. mellifera € encontrado cerca de 1% de leveduras,
29% de bactérias gram-positivas, incluindo espécies de Bacillus, Bacterium,
Streptococcus e Clostriduium e 70% de bactérias gram-negativas ou gram
variaveis, incluindo Achomobacter, Citrobacter, Enterobacter, Erwinia, Escherichia
coli, Flavobacterium, Klebsiella, Proteus e Pseudomonas (Tisset et al., 1970;
Gilliam et al., 1988). Em Melipona, ainda, ndo foram relatados dados sobre a
microbiota intestinal. A elevada transcricdo do gene MsToll no intestino pode estar
relacionada ao fato desse tecido ter mais contato diretamente com bactéria do
que outros tecidos.

Neste trabalho infectamos operarias com bactéria gram-negativa,
Escherichia coli e avaliamos a transcricao do MsToll apds 24 horas da aplicagao.
Nas abelhas controle, somente a injegcdo com PBS 1X foi realizada. Nossos dados
mostraram uma expressdo, do gene MsToll, quatro vezes maior em operarias
infectadas com bactéria gram-negativa, comparado a injuria (injecdo com PBS
1X).
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A via Toll é ativada por bactérias gram-positivas e fungos pela ligagao do
receptor a PAMPs e peptidoglicanos e, também, pela ligacdo a substancias da
membrana de bactérias gram-negativas (Medzhitov e Janeway, 1997; Hoffmann,
2003; Bischoff et al., 2004). Em Drosophila ja foi demonstrado que a via Toll,
também, é componente essencial da resisténcia viral em moscas (Zambon et al.,
2005). Estudos em Drosophila mostraram que via Toll €& ativada,
preferencialmente, quando as infecgbes sao causadas por bactérias gram-
positivas e fungos e a via Imd (immune deficiency) é responsavel pela produgéo
de peptideos antimicrobianos em resposta a infec¢cdo por bactérias gram-
negativas (Tanji e Tony Ip, 2005). Lourenco, 2007 realizou infeccao de bactérias
(gram-positivas e gram-negativas) e fungos em A. mellifera e ndo observou
preferéncia entre as vias Toll e Imd na producédo dos peptideos antimicrobianos.
Os dados obtidos por Lourengo (2007) e Evans et al. (2006) reforcam a hipétese
de que nao exista em A. mellifera ativacao da via por especificidade de agente
infeccioso. Nossos resultados sugerem que a abelha sem ferrdo, Melipona
scutellaris, apresenta resposta imune semelhante a abelha A. mellifera.

Embora haja uma tendéncia para pensar que o sistema imune dos
invertebrados seja tao simples em comparag¢ao com a imunidade dos vertebrados,
a diversidade de insetos leva a um enorme potencial de variagao e especializagao
celular e molecular. A biodiversidade desses organismos tem proporcionado
modelos importantes para estudos de suas estratégias de defesa, as quais podem
fornecer informagbes relevantes para o combate de pragas agricolas e na

descoberta de moléculas antimicrobianas que podem ser exploradas pelo homem.
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