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Motores Moleculares no
Cérebro de abelhas

A utilizacgio de bibliotecas de fagos

abelha Apis mellifera L.
(Hymenoptera Apinae) é
um organismo modelo
para pesquisas comporta-
mentais, e a biologia que

se apresenta nas suas colméias fascina
os cientistas, desde Aristoteles. A com-
plexidade etolégica desses insetos é
acompanhada por um sistema nervoso
simples quando comparado com o de
vertebrados, porém com um nivel rela-
tivamente alto de organizacio.
Recentemente, especialistas em ge-
nética, neurobiologia e comportamento
de abelhas reuniram-se em Bellagio,
Italia, com a finalidade de propor um
comité internacional para a integracao
dos estudos comportamentais e mole-
culares da A. mellifera. Nesse encontro
foi apresentado o projeto que estava
prestes a atingir o sequenciamento de
10.000 ESTs (Expressed Sequence Tags)
nio redundantes do cérebro de A. me-
llifera . Essas seqiiéncias contribuirdo
para estudos de neurogendmica dos
insetos e, possivelmente, revelario no-
vos modelos para os estudos de neuro-
biologia de mamiferos (www.barc. usda.
gov/beenome/ database). No Brasil, esta
sendo desenvolvido um projeto para o
seqlienciamento do transcriptoma da
abelha a partir de bibliotecas de EST e
ORESTES (Open Reading Frame Ex-

TABELA 1. Distribuicao das 513 proteinas ja identificadas em abelhas
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Enzimas metabodlicas
Proteinas mitocondriais
Proteinas do citoesqueleto
Proteinas da geléia real
Receptores neuronais

Peptideos do veneno
Proteinas transportadoras
Proteinas regulatorias
Outras categorias

pressed Sequence Tags), numa iniciativa
dos laboratérios da Universidade Fede-
ral de Uberlandia, Fundacio hemocen-
tro de Ribeirdao Preto e Universidade de
Sao Paulo. A home page desse projeto
pode ser acessada no endereco: http://
scarecrow.fmrp.usp.br/pipeline.

Até o momento, foram identificados
e caracterizados transcritos de apenas
sete genes expressos diferencialmente
por larvas de operarias e rainhas (Evans
& Wheeler, 2000). Muito pouco se sabe
sobre as bases moleculares por trds da
complexidade desses insetos, que pos-
suem de 16 (machos) a 32 (fémeas)
cromossomos. Estao identificadas atual-
mente para A. mellifera 513 seqiiéncias
de proteinas (tabela 1) e 1200 seqiiéncias
de nucleotideos, a maioria restrita a mi-
tocdndria; o que é muito pouco, diante
de um cariétipo desse porte.

Dentre as seqiiéncias conhecidas, es-
tao as de genes que codificam proteinas
relacionadas 2 transducio de sinal de-
pendente de calcio, que no cérebro das
abelhas, se localizam, preferencialmen-
te, nas células Kenyon. As células Kenyon
estdo presentes nos corpos de cogumelo
no sistema nervoso de anelideos e artro-
podes. Os corpos pareados, em forma de
cogumelo, sao considerados centros de
processamento de informacgoes olfatori-
as, integracao multimodal, aprendizado

a-glucosidase, glicerol 3PDH, maltase, amylase
NADH DH, ATPase, citoxidase, citocromo b e ATP sintase

actina e anquirina

Citocromo p450, Histona H4, citocromo P450, proteina da geléia real
receptor olfatério, IP3,dopamina, GABA receptor , ASP2,
receptor acoplado a proteina G, receptor GABA - Rdl

melitina, PLA,
VHDL larval
CaM quinase II

hialuronidase, transferase, zinc finger, precursores para apidaecina,
abaecina, himenoptaecina, tetrapina, secaprina, preposecaprina,
citocromo C, aprisina, rodopsina para longo comprimento de onda,
opsina sensivel a luz ultravioleta e azul
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e memoria. Essas estruturas recebem
informacoes olfatérias, mecanosensori-
ais e visuais via interneurdnios dos
centros primarios para cada modalida-
de sensorial e os neurdnios, incorpora-
dos individualmente dos corpos de co-
gumelo, muitas vezes respondem a di-
ferentes modalidades sensoriais. Os
corpos de cogumelo das abelhas operi-
rias sio morfologicamente mais desen-
volvidos do que os de moscas e gafa-
nhotos (Kamikouchi et al., 1998). Isso
poderia justificar sua maior capacidade
de memoria olfatdria associativa apos
uma triagem de aprendizagem (Oleske-
vich et al., 1997).

Algumas evidéncias mostram que os
corpos de cogumelo de invertebrados
equivalem ao hipocampo dos vertebra-
dos em relacio a aprendizagem espaci-
al (Capaldi et al., 1999). Abelhas e dro-
sofilas tém sido utilizadas como modelo
para elucidar o papel desenvolvido pelo
hipocampo no processo de aprendiza-
do de vertebrados (Dubnau et al., 2001).
Os mecanismos de associacio de me-
moria, aprendizado e tomada de deci-
sao em abelhas certamente estio im-
pressos em seu genoma. Portanto, co-
nhecer os possiveis genes relacionados
com esses processos no cérebro da
abelha é de grande importancia.

As analises das seqiiéncias dos ge-
nomas ja descritos mostram que muitos
processos biolégicos estio conserva-
dos. Por exemplo, os genomas de Dro-
sophila melanogaster, Saccharomyces
cervisiae, Caenohabiditis elegans, apre-
sentam varios genes também presentes
em humanos. Em Drosophila foram en-
contrados genes envolvidos em proces-
sos neurologicos tais como Notch (sin-
drome de Cadasil), precursor da prote-
ina beta amil6ide e presenilina(doenca
de Alzheimer), tau (deméncia fronto-
temporal com parquinsonismo), parkin
(doenca de Parkinson juvenil) e tam-
bém foram encontrados genes relacio-
nados a desordens renais, que estio
envolvidos no transporte de fluidos e
eletrolitos (Rubin et al., 2000). A conser-
vacao dos processos biologicos de in-
vertebrados a mamiferos e a facilidade
na manipulacio desses genes fazem
desses animais importantes modelos
experimentais para o estudo dos genes
correspondentes em mamiferos.

Tradicionalmente, nosso laborato-
rio investiga proteinas motoras associa-
das ao citoesqueleto em cérebros de
galinha, rato e, recentemente, de abe-
lhas (Espindola et al., 2000; Suter et al.,
2001, Reis etal2001). Das seqiéncias de
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FIGURA 1: Identificacdo e localizacio de motores moleculares
no cérebro das abelhas A. mellifera.

A- Imunoblotings de extratos protéicos totais de cérebro de A.
mellifera com anticorpos contra Miosinas das classes V e VI e
Dineina, cadeia intermediaria (DIC) e cadeia leve (DLC).

B- Microscopia de Fluorescéncia de cérebro de A. mellifera mos-
trando a localizacio preferencial de miosina-V (em verde) nos
corpos de cogumelo (destacados no retangulo) e na retina, 16bulo
otico (D, E e F). Algumas proteinas envolvidas na sinalizacio da
transducao dependente de Ca** estdo situadas também nas mesmas
regides do cérebro de Apis (Kamikouchi et al., 2000) Essa localiza-
¢ao sugere uma possivel participacao da miosina-V nesse processo

de sinalizacao

DNA da abelha A. mellifera ja disponi-
veis em bancos de dados on-line ne-
nhuma corresponde a motores molecu-
lares. Essas proteinas associadas ao cito-
esqueleto respondem pela mobilidade
celular, formacao de fusos mitéticos, e
translocacao de vesiculas, quinases,
RNAm, fatores de transcri¢ao, organelas
e cromossomos a partir da energia libe-
rada pela hidrolise de ATP (Berg et al.,
2001; Asai e Koonce, 2001; King, 2000,
Sablin, 2000). Portanto, miosinas, dine-
inas e cinesinas, as principais familias de
motores moleculares, sio comprovada-
mente essenciais em uma gama de even-

tos celulares.

Estudos recentes mostram a expres-
sao da miosina de classe VI justamente
na trajetoria de células migratérias do
ovdrio de drosofilas. Observou-se tam-
bém uma série de fendtipos associados
a inativacao dessa proteina, tais como
defeitos morfologicos dos ovos e asas,
semelhante ao que ocorre quando se
inativa a miosina da classe II nestas
moscas (Deng et al., 1999). Ainda em
drosdfilas ja se conhece a sequiéncia da
miosina da classe V, que se conservou
expressa desde leveduras até humanos
(Bonafé e Sellers, 1998).
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FIGURA 2: Screening da biblioteca de cDNA. A linhagem XL1-blue
de E. coli ¢ infectada com a biblioteca de cDNA de cérebro de A.
mellifera. Em seguida, estas bactérias sio incubadas em placas de
vidro a 37°C , até o rompimento da parede celular. O rompimento se
deve a multiplicacido das particulas de fago lambda da biblioteca,
podendo ser notado pela formacao de halos translicidos. As setas
vazadas indicam o isolamento de halos (contendo fagos que expres-
sam a proteina alvo). Para isso, utilizamos anticorpos especificos, que
previamente interagiram com esta proteina em extratos de cérebro da
abelha. Os fagos isolados sao utilizados para infectar mais bactérias,
repetindo-se este passo até que se obtenham placas de vidro contendo
apenas fagos que expressem a proteina alvo

A miosina V apresenta um cadeia
leve de 8 kDa, também presente em
dineina citoplasmatica (Espindola, et al
2000). Foi identificada em drosophila o
gene ddlcl, que codifica essa cadeia
leve. Uma mutac¢ao no gene dessa pro-
teina causa defeitos morfogenéticos no
desenvolvimento de pelos, asas bem
como na oogénese, resultando em fé-
meas estéreis. A anormalidades encon-
tradas em ovdrios estio associadas com
a perda da forma e estrutura celular pela
desorganizacao do citoesqueleto de
actina (Dick et al, 1996).

Nenhum estudo similar foi, até o
momento, desenvolvido em abelhas, o
que nos motivou a adotar esse inseto
como modelo biologico. Apds a identi-
ficacao e a localizacio da miosina V no
cérebro dessa abelha (Fig. 1), partimos
para sua caracterizacdo molecular. No
momento, estamos aplicando essas abor-
dagens para virias classes de miosinas,
bem como para dineinas e cinesinas,
além de outras proteinas associadas ao
citoesqueleto.

O primeiro passo para a caracteriza-

¢a0 molecular das proteinas associadas
ao citoesqueleto € o isolamento dos
genes que as codificam. Para isso, dis-
pomos de uma biblioteca de cDNA de
cérebro de A. mellifera construida no
vetor de expressio Lambda-ZAPII (Fig.
2). Os cDNAs foram protegidos por
metilacdo, adaptados ao adaptador EcoRI
do sitio de clonagem mdltipla (MCS —
Multiple Cloning Site) do vetor. Essa
biblioteca foi gentilmente cedida pelo
Dr. Gene Robinson, Universidade de
Ilinois, Urbana, USA.

A biblioteca de ¢cDNA possui, apro-
ximadamente, 500 milhoes de unidades
formadoras de placas (PFU), uma boa
representacao do acervo génico do cé-
rebro de A. mellifera. Os clones que
codificam proteinas motoras estio sen-
do isolados utilizando-se anticorpos que
previamente detectaram essas protei-
nas em extratos protéicos totais de cére-
bro da abelha. Para inoculacio das
células hospedeiras Escherichia coli de
linhagem BB4, elas sio incubadas com
a biblioteca titulada até a lise das bacté-
rias e a expressao das proteinas do fago,
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que sio transferidas para a membrana de
nitrocelulose.

A primeira etapa para o seqiencia-
mento ¢ a excisao dos clones por meio da
co-infec¢ao de bactérias BB4 com o fago
auxiliar e o fago lambda (Fig. 3). O vetor
Lambda Zapll permite uma excisao in
vivo simples e eficiente e a recirculariza-
c¢do de qualquer fragmento de cDNA
clonado dentro do vetor lambda para
formar um fagomideo (Ausubel et al.,
1990; Kretz et al., 1994). Esse processo de
excisao depende da localizacdo da se-
quiéncia de DNA dentro do fago lambda
e da presenca de uma variedade de
proteinas, por exemplo, as M13. As pro-
teinas M13 do fago reconhecem a regidao
do DNA, que normalmente serve como
origem da replicacao. Essa origem de
replicacao pode ser dividida em duas
partes: o sitio de iniciacio e o sitio de
término para a sintese de DNA (Sam-
brook et al., 1989). Dentro das bactérias,
as proteinas M13 reconhecem a regiio
iniciadora do DNA dentro do vetor lam-
bda e uma nova fita de DNA é sintetizada
e duplicada. A sintese dessa nova fita
continua passando pelo inserto clonado
e pelo gene de resisténcia a ampicilina,
até o sinal de término que se encontra no
vetor lambda.

Essa fita simples de DNA é circulariza-
da e empacotada pelo produto do gene
IT do fago auxiliar na forma de fagomi-
deo, que, em seguida, é secretado pelas
bactérias XL1Blue. Posteriormente 2 se-
crecio das particulas do fago, as bactérias
usadas no processo de excisao do clone
de DNA sao mortas por aquecimento € o
fago lambda ¢ lisado, mas o fagomideo
nio é afetado pelo aquecimento. As
bactérias sao infectadas com o fagomi-
deo e podem ser plaqueadas para a
formacao de coldnias.

As colOnias formadas a partir do pBlu-
escript-phagemid sao, subseqientemen-
te, amplificadas utilizando-se primers de
vetores (M13F e M13R). Uma aliquota
dos produtos de PCR serd, entlo, ream-
plificada, adicionando-se o fluorocromo
Big dye, para marcacio dos fragmentos.
A proxima etapa consiste na purificacao
com NaOAc e etanol absoluto e desnatu-
racao dos fragmentos a 95°C. As amostras
serdo aplicadas no seqienciador ABI-
Applied Biosystems.

As sequéncias obtidas serao analisa-
das utilizando-se o banco de dados GE-
NEBANC e o pacote de ferramentas
BLAST, disponiveis no portal
www.ncbi.nlm.nih.gov. Apés essa anali-
se, estaremos aptos a anexar alguns mo-
tores moleculares as arvores filogenéti-



cas ja existentes. Ao final desse
projeto, teremos aberto pers-
pectivas para estudos de loca-
liza¢ao, caracteriza¢ao bioqui-
mica, e estudos comportamen- Fisitns
tais associados a2 manipulacao
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M13F, que permitem a amplifi-
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