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RESUMO

As abelhas tém sido utilizadas como modelos robustos e influentes para o estudo de
memoria e aprendizagem, contribuindo para o melhor entendimento das bases da
cognicdo. Nesse contexto, diferentes metabdlitos foram caracterizados por
desempenharem funcgdes distintas no processo de aprendizagem e formagdo de memadria
em insetos. Considerando que pouco se sabe sobre os metabdlitos em relagdo ao
desenvolvimento das habilidades cognitivas em A. mellifera, ou mesmo em relacdo aos
comportamentos reflexos (condicionados e/ou ndo condicionados), o presente estudo
teve como objetivo a anélise metabolémica do cérebro de abelhas submetidas ao ensaio
comportamental de reflexo de extensdo de proboscide (REP). Para isto, foi padronizada
a técnica de andlise metabolémica com o uso do sistema LC-ESI- MS e MS",
construindo-se inicialmente uma biblioteca de compostos caracteristicos de cérebro de
abelhas  (neurotransmissores, aminoacidos livres, poliaminas, nucleotideos,
nucleosideos, &cidos organicos, etc). Nesta primeira abordagem, dentre os 112
compostos da biblioteca, 48 foram identificados e quantificados; alguns destes
compostos foram Unicos para o grupo controle (cadaverina, espermina, glicose, uracila e
n-acetil-L-glutamato 5-semialdeido), enquanto que outros foram Gnicos para 0 grupo
REP (fenilalanina, betaina, espermidina, serina e creatina). Dentre 0s compostos
identificados em ambos o0s grupos, apenas 5 compostos apresentaram diferencas
quantitativas  estatisticamente  significantes (arginina, asparagina, guanosina
monofosfato, putrescina e 4-guanitinobutanoato). Visando o estudo dos perfis
metabdlicos regionais (em cada regido do cérebro), foi também padronizado o protocolo
experimental utilizando-se a estratégia MALDI Spectral Imaging e o desenvolvimento
de um método semi-quantitativo de metabolitos. Esta estratégia permitiu 0 mapeamento
e 0 estudo da distribuicdo espacial dos metabdlitos identificados em cortes de cérebro de
abelhas, bem como uma melhor compreensdo da distribuicdo dessas moléculas nas
diferentes estruturas do cérebro e sua correlacdo com o comportamento ensaiado. As
duas estratégias aplicadas mostraram-se complementares e fundamentais para a
compreensdo da cognicdo em abelhas. De modo geral, o ensaio de REP parece estimular
intensa atividade cerebral, alto gasto energético, intensa sinalizacdo quimica e a
ativacdo de algumas cascatas metabodlicas especificas, tais como a rota metabodlica da
prolina e arginina. Nos individuos do grupo REP a arginina provavelmente foi
catabolizada nas sinteses de creatina, 4-guanidinobutanoato, putrescina e espermidina.
Esses processos bioquimicos provavelmente foram importantes para coordenar o
reconhecimento da molécula de sacarose, e associar esse odor com um comportamento
reflexo para a extensdo da proboscide (estimulo ndo condicionado).

PALAVRAS-CHAVE: metaboldmica, neurociéncia, Apis mellifera, espectrometria de
massas e MALDI MSI



ABSTRACT

The honeybee Apis mellifera has long served as an invertebrate model organism for
learning and memory research, contributing to a better understanding of cognition
bases. In this context, different metabolites (especially neurotransmitters) were
characterized by play distinct roles in learning process and in memory formation in
insects. Whereas little is known about the metabolites in relation to the development of
cognitive skills in A. mellifera, the present study aims to perform a metabolomic
analysis of the honeybee brains submitted to the behavioral test of proboscis extension
reflex (PER). For this, has been standardized a metabolomic analysis technique through
the use of LC-ESI-MS and MS" system. Initially a low molecular weight compounds
library was created, containing characteristic compounds of bee brain
(neurotransmitters, free amino acids, polyamines, nucleotides, nucleosides, organic
acids, etc.). In this first approach, from the library of 112 compounds, 48 compounds
were identified and quantified; some of these compounds were only identified in the
control group (cadaverine, spermine, glucose, uracil and N-acetyl-L-glutamate 5-
semialdehyde), while others were only identified in PER group (phenylalanine, betaine,
spermidine, serine and creatine). Among the compounds identified in both groups, only
five compounds showed statistically significant differences in quantitative results
(arginine, asparagine, guanosine monophosphate, putrescine and 4-guanidinebutanoate).
In order to study the metabolic profiles by regions (within each brain region) it was also
standardized an experimental protocol using a novel semi-quantitative method of
MALDI Spectral Imaging strategy. This strategy allowed the study and the mapping of
the spatial distribution of metabolites identified in honeybee brain sections, as well as a
better understanding of the distribution of molecules in the different brain structures and
their correlation with the behavior tested. Both strategies applied proved to be
complementary and essential to the understanding of cognition in bees. Overall, in this
study the PER test seems to stimulate intense brain activity, high energy expenditure,
intense chemical signaling and activation of some specific metabolic pathways, such the
arginine and proline metabolic pathway. In individuals of PER group arginine was
probably catabolized in the synthesis of creatine, 4-guanidinobutanoato, putrescine and
spermidine. This biochemical process were probably important to coordinate the
recognition of sucrose molecule and associate this odor with a reflex behavior for the
proboscis extension (unconditioned stimulus).

KEYWORDS: metabolomics, neuroscience, Apis mellifera, mass spectrometry and
MALDI MSI.
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1 INTRODUCAO

Décadas de estudos com invertebrados tém estabelecido alguns animais, tais
como algumas moscas e abelhas, como modelos robustos, confidveis e influentes para o
estudo da neurobiologia. Ao longo das Ultimas décadas, pode-se observar um aumento
significativo da aceitacdo desses animais, por diversas razées, como modelos de elevado
potencial para o entendimento de questbes basicas na biologia, particularmente no nivel
comportamental, neural e molecular, o que tem proporcionado a adogéo de novas ideias
e conceitos no estudo do comportamento e da neurobiologia. Depois de um prolongado
ceticismo, pode-se observar que o tipo de contribuicdo de alguns invertebrados para o
desenvolvimento da neurociéncia estd mudando e ganhando importancia (MENZEL e
ERBER, 1978; MENZEL e GIURFA, 2001; SATTELLE e BUCKINGHAM, 2006).

As abelhas (Apis mellifera) sdo organismos caracterizados por apresentarem um
sistema nervoso estruturado de forma simples, com poucos neur6nios, por apresentarem
uma riqueza comportamental e uma impressionante capacidade cognitiva (MENZEL e
GIURFA, 2001). Dotados de um cérebro com volume menor que 1 mm?3, as abelhas
apresentam aproximadamente 950.000 neurbnios e, apesar de aparentarem ter uma
capacidade cognitiva limitada, esses organismos apresentam um repertério
comportamental extremamente complexo, plastico e rico (MENZEL, LEBOULLE e
EISENHARDT, 2006).

A maior parte dos estudos realizados com este grupo animal e que objetivam a
compreensdo do aprendizado e da memoria, sdo realizados a partir de ensaios
comportamentais em que a capacidade de cognicdo é analisada. Abelhas sdo capazes de
aprender uma série de tarefas, se treinadas para tal. Além disso, observa-se que
atualmente as abelhas tém sido amplamente utilizadas como modelos de aprendizagem
e memoria, destacando a sua utilidade para a neurociéncia, em particular para o melhor
entendimento das bases da cognicdo (MENZEL e GIURFA, 2001; GIURFA, 2003;
MENZEL et al., 2006; MENZEL, 2012).

1.1 A importancia do comportamento Reflexo de Extensdo de Probdscide em
estudos de aprendizagem e memoria em abelhas

As abelhas sdo os animais que apresentam a estrutura social melhor organizada,

de modo que as interagdes entre os individuos produzem uma estruturada diviséo de

trabalho, que se correlaciona com a idade do individuo e com mudancas na fisiologia e
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na expectativa de vida. Esses organismos, assim como 0s demais animais sociais,
necessitam de uma refinada capacidade cognitiva, que por sua vez é fundamental para a
intensa comunicacdo entre os individuos da coldnia, para o reconhecimento espacial,
para a navegacao durante o comportamento de exploragéo, para o forrageamento, para a
defesa da colGnia, dentre outras funcOes executadas por esses animais (MENZEL e
GIURFA, 2001; GIURFA, 2003).

Apresentando um sofisticado sistema sensorial e uma boa capacidade de
aprendizagem e memoria, as abelhas possuem mecanismos essenciais de funcionamento
do sistema nervoso que ndo diferem drasticamente daqueles de vertebrados. Processos
comportamentais que variam da coleta de informacgdes através da percepcdo e da
tomada de decisdo, até a adocdo de acbes adequadas permitem ao animal lidar com um
ambiente em mudanga, corroborando para o grande sucesso evolutivo desses animais
(MENZEL e GIURFA, 2001). Além disso, as abelhas sdo excelentes modelos, porque a
capacidade de aprendizado pode ser avaliada tanto no campo quanto em condicdes
laboratoriais, permitindo sua utilizacdo concomitante em andlises fisio-farmacologicas
(MENZEL e GIURFA, 2001; MENZEL, LEBOULLE e EISENHARDT, 2006).

Segundo Menzel e colaboradores (2006) o aprendizado envolve o
reconhecimento de odores, cores, formas e texturas, sendo que os odores desempenham
0 papel mais proeminente, uma vez que sdo prontamente associados ao néctar ou ao
pélen.

Inicialmente, as habilidades olfativas das abelhas foram reconhecidas
experimentalmente por Karl von Frisch (1919), que desenvolveu ensaios nos quais esses
insetos voavam livremente e visitavam um alimentador artificial que continha varios
6leos essenciais (misturas de odores). VVon Frisch observou pela primeira vez que depois
da aprendizagem e associa¢do de um odor com uma solugdo de sacarose, as abelhas
preferiam esse odor aos demais, mostrando claramente a descriminacdo de odores. No
entanto, esse experimento com abelhas de voo livre ndo permitiu reprodutibilidade
suficiente para um entendimento preciso da percepcéo olfativa. Foi o desenvolvimento
do “experimento de condicionamento da extensdo da proboscide por reflexo” (REP) que
permitiu pela primeira vez, o estudo preciso do percentual de relagcdo entre os odores,
em uma escala muito maior em termos de nimero de odores testado e de animais
(KRISTON, 1971; LASKA et al., 1999).

Uma abelha faminta estende sua proboscide por reflexo quando os receptores de
sacarose da antena, ou de partes da boca sdo estimulados. No condicionamento

Pavloviano da extensdo da probdscide por reflexo (REP), um odor (estimulo
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condicionado - EC) € associado a uma solucédo de sacarose (estimulo ndo condicionado -
NC) (BITTERMAN et al.,, 1983; GIURFA, 2007). Mais recentemente, um novo
protocolo de aprendizagem olfativa aversiva foi desenvolvido, no qual o odor (estimulo
condicionado) é associado com um leve choque elétrico (estimulo ndo condicionado),
avaliando-se o reflexo de ferroar das abelhas (VERGOZ et al., 2007).

Nesse contexto, o sistema nervoso opera decodificando/associando estimulos
oriundos do ambiente, que apos serem processados formando a percepgéo, permitem ao
animal tomar decisdes complexas e adaptar seu comportamento. Na natureza esse
processamento de informacdes € utilizado para diversas tarefas, tais como identificacGes
de fontes de alimento, deteccdo de predadores, reconhecimento de parceiros em
potencial, para a interacdo social, dentre outras. Os aspectos que envolvem a
transformacdo, da detecgdo quimica até a geracdo da percepcdo, tanto em insetos como
em vertebrados, tem sido alvo de intensa investigacdo (GIURFA, 2007).

Para o estimulo olfativo sabe-se que o primeiro processamento € 0 mapeamento
do espaco fisico de moléculas odoriferas através dos receptores olfativos. Esse processo
envolve a deteccdo de caracteristicas particulares das moléculas de odor por receptores
proteicos dedicados, que conduzem, através de transducédo do sinal, a ativacdo de grupos
de células receptoras. Este conjunto de sinais funciona como um cédigo, que sera entédo
transportado para uma série de estruturas cerebrais, e ficardo sujeitas a tratamento e
decodificacdo do odor. Posteriormente, essas representacdes serdo mapeadas para o
espago perceptivo, envolvido na decisdo comportamental, associando a qualidade do
odor com o valor prazeroso e assim, aprendendo as relacdes existentes entre os odores e
os resultados fisioldgicos e comportamentais (SANDOZ, 2012).

Em abelhas, assim como em outras espécies, a inducdo de diferentes fases da
memdria depende de diversos pardmetros, tais como o nimero e a sucessdo de tentativas
de treino. De acordo com Muller (2012), através do emprego de técnicas para monitorar
e manipular a atividade de cascata de sinalizacdo em abelhas, pardmetros de
treinamento podem estar ligados & modulacdo temporal da cascata de sinalizagdo que
contribuem para as diferentes fases da memdria. Ha diversas indicacdes de que exista
uma rede dindmica de eventos de sinaliza¢do, que ocorrem nos lobos antenais e corpos
pedunculados, necessarios para a inducao e a manutengdo da memoria em fases distintas
(MULLER, 2012).

No nivel comportamental, pelo menos trés fases da memoria distintas podem ser
identificadas: a memdria de curto prazo - em nivel de minutos; a memdria de médio

prazo - em nivel de horas; e memoéria de longo prazo - em nivel de dias e semanas
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(MULLER, 2012). Através do condicionamento por REP, por exemplo, um (nico
treinamento (um estimulo condicionante e outro estimulo ndo condicionante) leva a uma
resposta que dura algumas horas em mais de 50% dos animais. Varios estagios de
treinamento induzem a formac&o da memdria de médio prazo, em seguida essa memoria
é consolidada, dando origem & memoria de longo prazo, que dura por dias (NGUYEN et
al., 1994).

De modo geral, o processamento olfativo segue diferentes passos, da detec¢édo
das moléculas, via processamento priméario nas redes neurais dos lobos antenais, até o
estabelecimento de representagdes olfativas em regides centrais do sistema nervoso
(GAUTHIER e GRUNEWALD, 2012). Nesse processo, diversas biomoléculas sio
fundamentais, tais como proteinas (receptoras) e metabdlitos (transmissores). Diversos
experimentos tém demonstrado as diferentes funges do sistema de transmisséo na
modulacdo da cognicdo. No cérebro de abelhas, pelo menos dois tipos de receptores
nicotinicos de acetilcolina foram identificados; um esta envolvido com o processo de
recuperacdo da memoria e outro esta relacionado com o processo de formacdo da
memoria de longo prazo (GAUTHIER e GRUNEWALD, 2012). A via de
processamento de recompensa depende muito da neuromodulacdo octopaminérgica
(GAUTHIER e GRUNEWALD, 2012); a serotonina prejudica a resposta condicionada
durante a aquisicdo da memdria (GAUTHIER e GRUNEWALD, 2012). As funcdes da
dopamina mediando o comportamento aversivo, e da octopamina mediando a
aprendizagem apetitiva ainda precisam ser analisados (GAUTHIER e GRUNEWALD,
2012). Varios estudos indicam que os receptores de GABA (acido gama-aminobutirico)
desempenham um papel central durante a aprendizagem olfativa, porém a funcdo
especifica da inibicdo/ativacdo dos mesmos ainda ndo esta clara (GAUTHIER e
GRUNEWALD, 2012). Os receptores de glutamato, tanto excitatorios quanto
inibitdrios, sdo necessarios para algumas formas de aprendizagem e para a recuperacao
da memoria (GAUTHIER e GRUNEWALD, 2012).

1.2 Metaboldmica

O termo metabolémica foi introduzido pela primeira vez na literatura cientifica
por Oliver et al. (1998), que cunharam esse termo e definiram que a medida da mudanga
nas concentragdes relativas dos metabdlitos, como sendo o resultado da dele¢do ou
super-expressao de um gene, permitindo a localizacdo de um novo produto génico (ou

inibidor) em um mapa metabolomico.
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Os estudos no campo da genémica, transcriptdmica e protedmica sédo baseados
na analise quimica de biopolimeros compostos de quatro diferentes nucleotideos
(gendmica e transcriptdmica) ou 20 aminoacidos (protebmica). Esses compostos sdo
altamente similares quimicamente, facilitando sua andlise. Dentro da metabolémica, no
entanto, existe uma grande variagcdo nas estruturas e propriedades quimicas (massa
molecular, polaridade, solubilidade), e fisicas (volatilidade) dos diferentes metabolitos
(DUNN e ELLIS, 2005; DUNN et al., 2012). Desse modo o perfil metabolémico
consiste-se de compostos quimicos de baixas massas moleculares, altamente diversos,
que vao desde compostos ibnicos a carboidratos, alcoois e cetonas, aminoacidos,
lipideos hidrofobicos, e produtos naturais complexos, que estdo presentes em uma
célula e que sdo participantes de reacdes metabolicas gerais, exigidas para a
manutencdo, crescimento e funcdo normal da célula (DUNN e ELLIS, 2005; DUNN et
al., 2012). Essa complexidade torna virtualmente impossivel determinar
simultaneamente o metaboloma completo. Todavia, 0 metaboloma tem sido estudado
com métodos de preparacdo de amostras eficientes, e com extracdes seletivas acopladas
a técnicas analiticas modernas, para a aquisicao do méximo de informac&o possivel.

Em um experimento de metaboloma (obtencdo e preparacdo da amostra, analise
instrumental, processamento de dados e interpretacdo dos resultados), geralmente,
procura-se identificar e quantificar um conjunto de metabdlitos em um sistema celular,
que pode ser definido como um tipo celular ou tecido em um determinado estado, em
um determinado tempo. Uma caracteristica importante dessas analises é que a analise
metabolémica ndo € espécie-especifica, portanto, a partir do momento em que 0s
parametros de analise sdo otimizados, esses mesmos parametros serdo aplicaveis a
procariotos, fungos, plantas e animais (HOLLYWOOD, BRISON e GOODACRE,
2006). Nesse contexto, devemos considerar, também, que a expressdo de metabdlitos
varia de acordo com as necessidades de um determinado organismo em relacdo as
condi¢cdes ambientais e ao periodo em que esse organismo foi obtido, ou esta sendo
mantido.

Historicamente, a maior parte dos estudos de metabolitos foi realizada
utilizando-se da combinacdo das técnicas de Cromatografia Gasosa Capilar de alta
resolugdo, combinada com Espectrometria de Massas (GC/MS) (WANT et al, 2006;
RAAD, FISCHER e NORTHEN, 2016). O sistema de GC/MS é composto de um
cromatografo a gas acoplado a um detector de massas (geralmente com ionizacao por
impacto eletronico), e a um analisador de massas quadrupolo. O cromatografo gasoso

utiliza uma coluna capilar, onde 0os compostos serdo separados a partir de uma mistura
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complexa, que serdo analisados pelo detector de massas, permitindo a identificagéo de
moléculas-chave, incluindo &cidos graxos, aminoacidos e 4&cidos organicos em
biofluidos e provendo informac6es diagnoésticas para diversas desordens metabdlicas
(SCHAUER et al., 2005; WANT et al, 2006).

Apesar de ser uma técnica mais antiga, a técnica de GC/MS é ainda muito
empregada, particularmente em metabolismo de plantas, porém existem algumas
limitacGes em relacdo ao tamanho e tipo do metabdlito que pode ser analisado por essa
técnica, e a preparacdo extensiva necesséria a tal finalidade. Isso levou a utilizacdo da
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) como uma ferramenta de analise de perfil
metabolito, em especial de compostos desconhecidos; porém, em detrimento de ser
muito informativa em relacdo a estrutura quimica de moléculas, a RMN possui
sensibilidade limitada e baixa resolucéo, fazendo com que somente 0s compostos mais
abundantes da amostra possam ser identificados. Em contraste, a espectrometria de
massas, em particular a interface LC/ESI-MS, oferece a habilidade de se analisar uma
ampla gama de compostos, bem como uma excelente quantificacdo, reprodutibilidade e
sensibilidade (WANT et al, 2006). Essas caracteristicas fornecem a possibilidade de
confirmar a presenca de compostos presentes em amostras bioldgicas complexas e, em
muitos casos, possibilita identificar compostos desconhecidos e inesperados. Nesse
contexto, a combinacdo de técnicas de separacdo (cromatografia) com a espectrometria
de massas expande imensamente a capacidade da analise quimica de amostras
bioldgicas extremamente complexas (VILLAS-BOAS et al, 2005).

Segundo revisdo de Birkemeier e colaboradores (2005) as abordagens
metabolémicas estdo em desenvolvimento dindmico e uma grande variedade de
plataformas analiticas tem sido introduzida, incluindo espectroscopias em diversas
faixas de comprimentos de ondas eletromagnéticas, como estudo do perfil metabolico
com a utilizacdo de espectroscopia no infravermelho (IR), infravermelho préximo (NIR)
ou ultravioleta (UV), além de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS), cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com
ionizacdo do tipo “eletrospray” (LC-ESI-MS), eletroforese capilar acoplada ao
espectrometro de massas (CE-MS) ou cromatografia liquida acoplada a ressonancia
magnética nuclear (LC-RMN), somente mencionando algumas dessas abordagens. Nao
existe uma unica abordagem que permita a analise do metaboloma completo, que inclui
a ampla gama de biomoléculas que sdo quimicamente diferentes (BIRKEMEYER et al.,
2005; RAAD, FISCHER e NORTHEN, 2016).
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De acordo com Hollywood e colaboradores (2006), apds escolhido a
metodologia de analise metabolémica, 0 proximo passo deve ser a escolha entre as
diversas estratégias de analise que estdo sendo desenvolvidas dentro do campo da
metabolomica. Fiehn e colaboradores (2002) definiram algumas dessas diferentes
abordagens para a analise metabolémica: (i) analise do alvo metabolémico; (ii) perfil de
metabolitos; (iii) metaboldmica propriamente dita; (iv) fingerprinting metabdlico,
dentre outros. Para Villas-Bdas e colaboradores (2005), do ponto de vista metodologico
existem apenas duas diferentes estratégias: (i) analise do alvo metabol6mico e (ii) a
analise do perfil de metabolitos. A andlise do alvo metabolémico é restrita a analise
quantitativa de classes de compostos que estdo relacionados com uma ou mais vias
metabolicas e que sdo produzidos em uma célula/tecido. Essa analise é muito util para o
estudo do efeito primario de uma alteracdo génica, e os procedimentos analiticos devem
incluir a identificacdo e quantificacdo absoluta dos metabdlitos de interesse (VILLAS-
BOAS et al, 2005). A analise do perfil de metabdlitos, por outro lado, envolve uma
analise, normalmente ndo quantitativa, de um grande namero de diferentes metabdlitos
com o objetivo de identificar um perfil especifico que caracterize uma dada amostra
(VILLAS-BOAS et al, 2005). No presente estudo a estratégia adotada foi a da analise

do alvo metaboldmico.

1.3 Metabdlitos envolvidos em processos cognitivos em abelhas

Os neurdnios presentes no cérebro de abelhas utilizam o0s mesmos
neurotransmissores que estdo presentes no cérebro de mamiferos. Os
neurotransmissores classicos, tais como a acetilcolina (ACh), glutamato, acido gama-
aminobutirico (GABA), e neuromoduladores como a serotonina (5-HT) e a dopamina
(DA), estdo presentes tanto em insetos quanto em mamiferos. Os neurotransmissores
excitatorios sdo o ACh no sistema nervoso central (SNC) e o glutamato (Glu), nas
juncdes neuromusculares (GAUTHIER e GRUNEWALD, 2012). A modulagio
inibitéria é mediada por GABA e por canais de glutamato-cloro (receptores Glu-Cl)
(GALIZIA, EISENHARDT e GIURFA, 2012). A DA, 5-HT, octopamina (OA),
tiramina (TA), Histamina (HA) s&o conhecidas como aminas biogénicas, e estdo
presentes no sistema nervoso central de insetos (GAUTHIER e GRUNEWALD, 2012).
Para os diferentes transmissores, funcdes distintas durante a aprendizagem e a formacao
da memdria foram identificadas em moscas e abelhas (SCHEINER, BAUMANN e
BLENAU, 2006).
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Diversos estudos demonstram que as aminas biogénicas estdo crucialmente
envolvidas com a aprendizagem, modulando funcgdes cerebrais de varias formas
(SCHEINER, BAUMANN e BLENAU, 2006; GAUTHIER e GRUNEWALD, 2012).
A dopamina e a serotonina estdo presentes em altas concentracdes no cérebro, enquanto
octopamina e tiramina sdo pouco abundantes (SCHEINER, BAUMANN e BLENAU,
2006). A octopamina € uma molécula chave no controle do comportamento em abelhas;
geralmente apresenta efeito excitatorio e aumenta a sensibilidade dos inputs sensoriais,
melhorando o desempenho na aprendizagem e aumentando o0 comportamento de
forragear (GAUTHIER e GRUNEWALD, 2012). Experimentos demonstram que a
octopamina seja um transmissor neuromodulador chave na mediacdo da recompensa
durante a aprendizagem apetitiva classica em abelhas (HAMMER, 1993; HAMMER e
MENZEL, 1998). Sugere-se que a tiramina atue de forma antagbnica a octopamina,
todavia poucas informacGes estdo disponiveis para essa amina. A DA e a
5-HT normalmente apresentam efeito antagénico ou inibitério quando comparadas com
OA (GAUTHIER e GRUNEWALD, 2012).

O neurotransmissor acetilcolina encontra-se amplamente distribuido no cérebro
de abelhas. Experimentos demonstraram a existéncia de receptores colinérgicos
muscarinicos e nicotinicos, ambos apresentando papeéis diferentes durante a
aprendizagem associativa e ndo-associativa, durante a recuperacdo e formacdo da
memoria (GAUTHIER e GRUNEWALD, 2012; GAUTHIER, 2010).

Em abelhas, assim como nos demais insetos, o glutamato € um neurotransmissor
excitatorio nas juncdes neuromusculares, todavia, ha evidéncias considerdveis que
indicam que essa molécula possa atuar como um neurotransmissor no SNC de insetos
(GALIZIA, EISENHARDT e GIURFA, 2012). Sugere-se, também, que 0s receptores
de glutamato estejam envolvidos nos processos de aquisicdo de memdria e
aprendizagem. Em cultura de neurénios, o glutamato normalmente induz inibicdo pos-
sinaptica através da ativacao de receptores GluCl (LEBOULLE, 2012). A funcédo desses
receptores inibitorios de glutamato na aprendizagem olfativa foi investigada através da
injecdo no cérebro de antagonista desses receptores, denominado ivermectina
(LEBOULLE, 2012). Baixas doses de ivermectina diminuiram a memoria de longo
prazo, enquanto que altas doses reestabelece o desempenho da mesma. Esse
reestabelecimento provavelmente ocorreu através da ativacdo de receptores GABA (EL
HASSANI et al., 2008).

De modo semelhante ao que ocorre no SNC de vertebrados, a neurotransmisséo

inibitéria em insetos é proporcionada principalmente por receptores de acido gama-
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aminobutirico tipo A (receptores GABAA). Atraves da imuno-histoquimica, a presenca
de GABA foi identificada em todas as principais areas nervosas de abelhas,
concentrando-se mais em interneurdnios dos lobos antenais e em neurdnios de feedback
dos corpos pedunculados (BICKER, 1999). Em abelhas, os receptores GABAAa parecem
ser necessarios para uma discriminacdo fina de odores (STOPFER et al., 1997); a
inibicdo desses receptores pode prejudicar o papel dos mesmos na aprendizagem
olfativa dos insetos (SACHSE e GALIZA, 2002). Estudos farmacoldgicos com o
inseticida fipronil, que age bloqueando os canais de cloro, demonstraram que esse
inseticida prejudica a memoria tatil (BERNADOU et al., 2009) e a memdria olfativa
(EL HASSANI et al., 2005; EL HASSANI et al., 2009), a habilidade de orientacdo em
labirintos (DECOURTYE et al., 2009), e o voo de retorno para a coldnia
(DECOURTYE et al., 2011).

1.4 Imageamento por espectrometria de massas

O imageamento por espectrometria de massas (Mass spectrometry imaging -
MSI) tem emergido como uma importante ferramenta analitica na ultima década,
mostrando informagfes valiosas em varios campos do conhecimento devido a sua
capacidade Unica de fornecer informagcfes multicomplexas sem a necessidade de
marcacdo ou coloracdo (WU et al., 2013). A espectrometria de massas pode gerar perfis
que contém centenas de biomoléculas diretamente a partir de um tecido, e através da
correlacdo espacial, revela como cada biomolécula varia entre amostras de tecidos,
podendo ser representadas na forma de mapas bidimensionais - 2D - ou tridimensionais
- 3D (SCHWAMBORN e CAPRIOLI, 2010a; GREER; STURM e LI, 2011; WU et al.,
2013).

Ao longo dos ultimos anos diversos de métodos para o estudo de moléculas in
situ tém sido desenvolvidos, possibilitando a analise de uma variedade de moléculas por
MSI (RUBAKHIN e SWEEDLER 2010). Essa tecnologia tem sido rotineiramente
aplicada para analise de diversos compostos biolégicos e ndo bioldgicos, tais como:
proteinas, peptideos, lipideos, compostos de baixa massa molecular, nucleotideos,
metabolitos, cosméticos, dentre outros, devido a sua capacidade unica de identificar e
resolver espacialmente diferentes compostos simultaneamente (GREER; STURM e LI,
2011; ELEANOR et al.; 2013; YE et al, 2013a; OLIVEIRA et al, 2013;
SCHWAMBORN e CAPRIOLI, 2010a).

Atualmente, a técnica de MALDI MSI vem sendo aplicada para o estudo de

diferentes substancias quimicas, visando investigar os mais diversos mecanismos
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neurobioldgicos existentes. Sugiura e colaboradores (2011), por exemplo, utilizaram a
técnica de MALDI MSI no estudo de metabdlitos para investigar o metabolismo
energético na regido do hipocampo em cérebro de rato. Foram analisados os padrfes de
distribuicdo do ATP (trifosfato de adenosina), ADP (difosfato de adenosina) e AMP
(monofosfato de adenosina) em neurdnios do hipocampo, assim como as mudangas na
concentracdo relativa e distribuicdo dessas moléculas em ratos com convulséo induzida
por Kainato (potente estimulador do sistema nervoso central). Os resultados
demonstram uma reducdo considerdvel dos niveis de ATP e ADP (especialmente em
celulas da camada CA3), mas ndo de AMP. Observou-se, também, uma diminuicéo na
recuperacdo da energia apds as convulsdes, sugerindo um metabolismo especifico das
células CA3. Nesse estudo, a abordagem MALDI MSI revelou com sucesso a relagédo
espaco-temporal do metabolismo energético no hipocampo de ratos com elevada
resolucéo.

Um estudo recente utilizou o imageamento por espectrometria de massas na
investigacdo da distribuicdo de neuropeptideos, tais como as taquicininas e alatostatinas
no cérebro de abelhas Apis mellifera (Pratavieira et al., 2014). Nesse trabalho os
neuropeptideos AmTRP-5 e AST-1 foram monitorados via MALDI-MSI para o estudo
do efeito dessas moléculas na ontogenia das abelhas. Esse estudo sugere que 0 AMTRP-
5 age nos corpos pedunculados do cérebro de abelhas de 0-15 dias de idade
possivelmente regulando atividades de limpeza e de cuidados dentro dos ninhos. A
ocorréncia do AmTRP-5 e AST-1 nos lobos antenais, ganglio subesofagico, medula,
lobula e lobos a e B em ambos os hemisférios cerebrais em abelhas de 20-25 dias sugere
que a funcdo desses neuropeptideos possa estar relacionada com suas acdes localizadas
nessas regides, regulando as atividades de forrageamento e de guarda. Desse modo,
esses neuropeptideos parecem ter funcBes no cérebro das abelhas que sédo
especificamente relacionadas com a idade e com a divisao de trabalho dentro da coldnia.

Em suma, o imageamento por espectrometria de massa é uma técnica poderosa
com grande potencial para a investigacdo da dinamica espacgo-temporal dos processos
bioquimicos em curso nos sistemas neurobiologicos e, embora ainda esteja em
desenvolvimento, essa técnica mantem a promessa de inimeras novas aplicagdes em

neurociéncias.

1.4.1 Algoritmos e Formato de dados para realizacdo de MALDI MSI
Com a evolugdo do imageamento por espectrometria de massas ao longo dos

anos, o total de dados de alta resolucdo gerados nesses experimentos aumentou
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significativamente. Dependendo de variagdes no tamanho da amostra, na resolucdo da
imagem e na resolucdo dos espectros de massas, um unico experimento de MSI pode
gerar entre algumas dezenas até algumas centenas de gigabytes de informacdo. Esse
aumento no volume e complexidade dos dados requer algoritmos dedicados, métodos
especificos e uma excelente infraestrutura computacional especifica para MSI. Com
essa finalidade, foram desenvolvidos nos Gltimos anos diversos programas que auxiliam
na interpretacédo e no gerenciamento de dados de MSI.

Em geral, existem trés componentes de uma plataforma para MSI: (i) o
instrumento que ird realizar a analise (0 espectrdmetro de massas), (ii) o algoritmo
projetado para a aquisicdo dos dados de MSI, e (iii) o algoritmo de visualizacéo,
processamento e andlise dos dados.

Os algoritmos de aquisicdo de dados de MSI permitem a delimitagdo da area de
interesse (utilizando ferramentas semelhantes as encontradas em muitos algoritmos de
marcacdo de imagem) e a definicdo da resolucdo lateral dentro dessa area. Estes
algoritmos também controlam a aquisicdo automatica dos espectros de massas em todas
as coordenadas definidas experimentalmente. Uma vez que esses algoritmos s&o
altamente integrados com os algoritmos de controle do instrumento, os fabricantes dos
espectrometros de massas normalmente fornecem os algoritmos de aquisicdo de dados
de MSI junto com o equipamento. Alguns exemplos sdo: o Fleximaging (Bruker
Daltonics), o Tissue-View (ABSciex), o ImageQuest (Thermo) e o Launchpad
(Shimadzu).

Os algoritmos de visualizacdo, processamento e andlise dos dados geralmente
sdo separados dos algoritmos de aquisicdo dos dados encontrados nos instrumentos
comerciais. Além disso, como os algoritmos de MSI ainda estdo em desenvolvimento
existem diversos grupos de pesquisa, tanto nas universidades quanto no setor privado,
que estdo ativamente desenvolvendo e adaptando as novas tecnologias de algoritmos
para suprir as necessidades atuais. Como resultado, observamos uma grande variedade
de programas e de formatos utilizados para armazenar dados de MSI. Dadas todas as
opcdes que estdo disponiveis atualmente, torna-se cada vez mais importante a escolha
correta dos algoritmos e do formato dos dados gerados que serdo utilizados para cada
aplicacéo especifica da técnica de imageamento por espectrometria de massas.

O formato dos dados é extremamente importante no que diz respeito a sua
portabilidade, e a0 modo no qual os metadados (como, por exemplo, 0s parametros
instrumentais e os detalhes da amostra) corretos sdo armazenados e recuperados durante

uma analise de MSI. Uma das principais limitacbes dos algoritmos de MSI atuais €
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trabalhar com uma enorme quantidade de dados gerados durante um Gnico experimento
de MSI. As limitacGes existem, por exemplo, quanto a demora excessiva para abrir um
arquivo contendo todo o conjunto de dados, ou para navegar através de um determinado
conjunto de dados. Até o momento, ndo existe um formato padrdo para o
armazenamento de dados de MSI, e tem havido inGmeros formatos propostos em
literatura (NORRIS e CAPRIOLI, 2013).

A maioria dos espectrdmetros de massas apresenta um formato de dado
especifico que é controlado por seu fabricante, o que faz com que os dados de MSI no
formato nativo sejam bastante utilizados. Todavia, existem outras op¢Oes de formatos
para exportacdo e manipulacdo dos dados que sdo denominados formatos abertos, ou
seja, formatos que ndo sdo controlados e definidos por interesses particulares da
empresa detentora de seus direitos, e que sdo mantidos por uma organizacao de padrdes
ndo proprietaria. Dois dos formatos mais comuns abertos sdo o Analyze 7.5 e 0 imzML.

O formato Analyze 7.5 (ou IMG) foi originalmente desenvolvido pela clinica
Mayo (uma organizacdo sem fins lucrativos da area de servigos médicos e de pesquisa
meédico-hospitalar norte-americano), para o compartilhamento de imagens por
ressonancia magnética (MRI). Esse formato pode ser utilizado com eficiéncia para
quase qualquer visualizacdo e analise de imagens, independente da fonte dos dados da
imagem. N&o estando restrito para imagens biomédicas, o Analyze 7.5 tem sido
utilizado com sucesso para tarefas de processamento e analise de imagens em campos
ndo biomédicos, tais como na geologia, arqueologia, meteorologia, fotografia e em
aplicacbes diversas no campo do imageamento por espectrometria de massas
(MayoClinic.com).

Esse formato consiste de dois arquivos: (i) um arquivo binério (.img) que
contém os dados “reais”, cujo tipo e ordenacao dos dados sdo descritos pelo arquivo de
cabecalho; (ii) e um arquivo de cabecalho (.hdr) que contém detalhes sobre a imagem,
tais como a dimensdo, identificacdo, o histérico de processamento e a posicao dos pixels
(espacamento do spot, espacamento linear, etc) (Analyze 7.5). Um terceiro arquivo
(.t2m), que contém o conjunto de valores de m/z correlacionados com cada coordenada
experimental, foi adicionado por Stoeckli e colaboradores em 2002 quando adaptaram o
formato Analyze 7.5 para 0 imageamento por espectrometria de massa durante o
desenvolvimento do algoritmo Biomap. A introducdo precoce desse formato em relagéo
ao desenvolvimento da tecnica de MSI, e a disponibilidade de algoritmos livres que
permitem a visualizacdo de dados no formato IMG, fizeram com que esse formato seja

amplamente utilizado e com que muitos fabricantes de algoritmos disponibilizem a
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exportacdo dos dados brutos para o formato Analyze 7.5. Uma desvantagem do Analyze
7.5 € a quantidade limitada de metadados associados a esse formato de arquivo
(NORRIS e CAPRIOLLI, 2013).

Outro formato aberto é o imzML que foi desenvolvido em conformidade com os
mesmos padrées propostos pela HUPO-PSI (Human Proteome Organization-
Proteomics Standards Initiative) (DEUTSCH, 2008). Esse formato foi desenvolvido no
ambito do projeto Computis (ROMPP et al., 2010; SCHRAMM et al., 2012), financiado
pela Unido Europeia. O imzML é composto por dois arquivos diferentes: (1) o primeiro
é o (.ibd) que contém os dados de espectrometria de massas; (I1) o segundo é o arquivo
XML (.imzML) que contém os metadados, tais como o0s parametros do instrumento e as
informacdes do padrdo de varredura. Ambos 0s arquivos Sd0 necessarios para que 0
formato imzML possa funcionar corretamente. Esse formato foi desenvolvido com a
finalidade de reduzir os tamanhos dos arquivos gerados, descrever completamente um
experimento de MSI, garantir a flexibilidade e agilidade na manipula¢do dos dados,
auxiliar no armazenamento e compartilhamento com eficiéncia de dados de MSI, e
manter a coeréncia com o formato mzML ja existente (ROMPP et al., 2011). Descrices
mais detalhada do formato imzML foram publicadas em varios artigos recentes
(ROMPP et al., 2011; SCHRAMM et al., 2012).

Pedrioli e colaboradores (2004) desenvolveram outro formato aberto utilizado
para armazenar dados de MS, denominado mzXML. Esse formato utiliza uma
linguagem de marcacdo extensivel (XML) e foi desenvolvido para armazenar,
compartilhar e processar dados de MS gerados por diferentes fabricantes de
espectrometros de massas. O formato mzXML ¢é caracterizado por armazenar grande
parte das informacdes sobre os parametros do aparelho, porém ndo contém informacGes
espaciais necessarias para associar cada espectro de massa com sua localizacdo
especifica no tecido analisado por MSI. Para que esse formato possa ser utilizado em
analises de MSI é necessario a criagdo manual de um arquivo de cabecalho (.txt),
contendo informac6es sobre o nimero de spots por linha, o nimero de spots por fileira,
dentre outras informagbes (ROBICHAUD et al., 2013). Além de armazenar grande
parte dos parametros do aparelho, outra vantagem da utilizacdo desse formato € que a
conversao dos dados de MS do formato nativo dos diferentes instrumentos (como, por
exemplo, Thermo, Agilient, ABSciex, Waters, Bruker e Shimadzu) para mzXML ¢é
facilitada, podendo ser realizada por programas disponiveis online (ROBICHAUD et
al., 2013).
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O terceiro componente de uma plataforma para MSI sdo os algoritmos de
visualizacdo, processamento e analise dos dados. Atualmente existem diversos pacotes
de algoritmos comerciais e ndo comerciais que auxiliam na reconstrucdo de imagens
geradas por espectrometria de massas e oferecem ferramentas de pds-processamento
para navegacdo através dos dados, aprimoramento da qualidade das imagens, e que
auxiliam na interpretacdo dos dados gerados. A escolha adequada do algoritmo a ser
utilizado é de extrema importancia durante o processamento e analise dos dados, uma
vez que os diferentes pacotes de algoritmos podem ser utilizados para necessidades
especificas, nas quais os beneficios e desvantagens de cada plataforma devem ser
levados em consideracdo. Nessa etapa é imprescindivel a realizacdo de um bom
tratamento dos dados experimentais para que ndo ocorra uma falsa representacdo dos
dados gerados. Dentre os algoritmos disponiveis atualmente, temos o Biomap (Novartis,
Basel, Switzerland), Flexlmaging (Bruker Corporation, Billerica, MA), Datacube
Explorer (AMOLF), Tissueview (AB SCIEX, Foster City, CA, USA), Quantinetix
(ImaBiotech), MSiReader (NCSU), dentre outros.

Biomap

O Biomap (http://www.maldi-msi.org) é uma plataforma de licenca livre para
visualizacdo e processamento de dados de MSI. Esse algoritmo foi inicialmente
desenvolvido por Martin Rausch para a avaliacdo de dados de MRI em pesquisas
médicas e, devido a indmeras modificacdes, essa plataforma suporta atualmente
diferentes formatos de dados de imagem, incluindo a imagem O&ptica, imagem de
tomografia por emissdo de pésitrons (PET), imagem de tomografia computadorizada
(CT), imagem de ressonancia magnética (MR), MSI, dentre outras (SANCHEZ,
CORTHALS e HOCHSTRASSER, 2004). O algoritmo ¢ escrito em IDL™ (Research
Systems, Boulder, CO), e funciona nos seguintes sistemas operacionais: Windows,
Unix, Linux e em Mac OS. A visualizacdo de imagens é baseada na reconstrucao
multiplanar que permite a extracdo de fatias arbitraria em um plano tridimensional, que
podem ser visualizadas bidimensionalmente. Outra caracteristica do algoritmo ¢é
permitir a sobreposicdo de dois conjuntos de dados individuais ou permitir a exibicdo de
maltiplas regides de interesse (ROIs) para comparacio e anlise estatistica. E possivel,
também, visualizar o espectro de massas de pontos Unicos selecionados ou de ROIs na
imagem gerada. Atraves do espectro de massas é possivel a selecdo do analito de
interesse e a visualizacdo da distribuicdo espacial desse analito na superficie estudada
(ROHNER, STAAB e STOECKLI, 2005).
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O algoritmo também suporta o registro de imagens, a sobreposicao de imagens
geradas por espectrometria de massas com imagens opticas, e contém ferramentas para
0 processamento dos espectros de massas gerados em experimentos de MSI. Essas
ferramentas incluem a aplicacéo de filtro espacial e temporal, correcdo da linha de base,
e a obtencdo da média espectral, que melhora as informagfes obtidas a partir de um
conjunto de dados (SANCHEZ, CORTHALS e HOCHSTRASSER, 2004). O Biomap
oferece também a funcionalidade de um banco de dados para facilitar a organizacéo e o
armazenamento de arquivos de imagens. Dentre as vantagens desse algoritmo temos a
agilidade no processamento dos dados e a capacidade de trabalhar com mdltiplas janelas
ao mesmo tempo. Dentre as limitacbes pode-se citar a navegacdo ndo intuitiva e a
necessidade, na maioria das vezes, de bastante espaco para armazenamento dos dados.
De modo geral, esse algoritmo é de extrema importancia no campo do imageamento por
espectrometria de massas, uma vez que estd disponivel para download gratuito

(www.maldi-msi.org) e facilita o compartilhamento de dados entre os pesquisadores.

Datacube Explorer

O Datacube Explorer (http://www.maldi-msi.org) é uma plataforma de licenca
livre que foi projetado e criado pelo FOM instituto AMOLF para visualizacdo e analise
de dados de MSI (KLINKERT et al., 2014). Essa plataforma funciona nos seguintes
sistemas operacionais: Windows, Unix, Linux e em Mac OS, e € compativel com o0s
formatos imzML, Analyze 7.5 e o formato Datacube (desenvolvido pelo FOM instituto
AMOLF). Esse algoritmo apresenta muitas semelhancas funcionais com o Biomap, tais
como: permite 0 processamento tanto dos espectros de massas quanto da imagem e
permite a selecdo de regibes de interesse. O Datacube Explorer também apresenta uma
ferramenta para a extracdo automatica de imagens a partir de um conjunto de dados.

Dentre as vantagens desse algoritmo temos a agilidade no processamento dos
dados, multiplos recursos de anélise dos dados e auséncia nas limitagdes do algoritmo
quanto ao tamanho dos dados que podem ser abertos no programa (somente nas versoes
2.0 ou superior). Dentre as limitagdes temos a resolugdo de massa limitada a 0.1 Da e
poucas opcdes de exibicdo das imagens. O Datacube Explorer esta disponivel para

download gratuito em http://www.amolf.nl/download/datacubeexplorer/.

FlexImaging
O FlexImaging (Bruker Corporation, Billerica, MA) é um algoritmo comercial

utilizado para aquisicao e analise de dados de MALDI imaging, que funciona apenas no
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sistema operacional Windows. Esse algoritmo permite a visualizagdo codificada por
cores de qualquer ion detectado durante a um experimento de MSI, permite a
sobreposicdo da imagem Optica com a imagem gerada por espectrometria de massas,
permite a definicdo de ROIs para comparacdo e analise estatistica. O Flexlmaging
apresenta uma ampla variedade de ferramentas para o processamento dos espectros de
massas que permitem a correcdo da linha de base e a normalizacdo dos dados espectrais.
Integrando classificacdes estatistica tais como o agrupamento hierarquico, a analise dos
componentes principais (PCA) ou o ranking de variacéo, o algoritmo permite a criagéo
de diferentes “classes de imagens” (permitem a classificacdo do tipo de tecido). Uma
das limitacOes dessa plataforma é que apenas os dados adquiridos utilizando-se

espectrometros de massas da Bruker podem ser lidos e exibidos.

Quantinetix

O Quantinetix (https://www.imabiotech.com/Benefits) € um algoritmo comercial
multiplataforma (Bruker [Fid e Baf], Sciex [Analyze 7.5], Thermo e imzML) que
normaliza e quantifica moléculas através de trés abordagens: (I) diluicdo no tecido
(NILSSON et al., 2010), (Il) marcacdo com is6topo (STOECKLI, STAAB e
SCHWEITZER, 2007; KALLBACK et al.,, 2012; PIRMAN e YOST, 2011), (lII)
através do célculo da supressdo de ions (HAMM et al., 2012). Esse algoritmo foi
desenvolvido para quantificacdo de drogas em amostras de tecido, e esta disponivel para
compra da ImaBiotech SAS (http://www.imabiotech.com/Quantinetix-TM-Maldi-

Imaging.html).

MSiReader

O MSiReader é uma plataforma livre de cddigo aberto utilizado para ler e
analisar dados de MSI de alta resolucéo a partir dos formatos mais comuns, tais como o
imzML (continuo ou processado), mzXML (arquivo Unico ou multiplos arquivos),
Analyze 7.5 e 0 ASCIl (ROBICHAUD et al., 2013). Esse algoritmo foi construido na
plataforma do Matlab (Mathworks, Natick, MA, USA) e apresenta uma ampla variedade
de ferramentas e recursos para a analise de dados de MSI. Por apresentar uma interface
amigavel, o MSiReader proporciona uma navegacdo facilitada aos usuérios que nédo
estdo familiarizadas com a linguagem Matlab. Por outro lado, usuarios com experiéncia
em programacdo em Matlab podem adaptar e customizar a plataforma do MSiReader
para suas proprias necessidades. Essa plataforma funciona nos seguintes sistemas

operacionais: Windows, Unix, Linux e em Mac OS.
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Dentre as operacgOes que podem ser realizadas pelo MsiReader temos: correcdo
da linha de base dos espectros de massas; extracdo de espectros Unicos ou a media dos
espectros de massas em uma regido de interesse definida pelo usuario; a deteccao de
pico automaética; normalizacdo dos picos (por um valor especifico de m/z, pelo TIC ou
por um heatmap personalizado); subtracdo de sinais de ruido (como, por exemplo, a
remocado automatica de sinais de ions ambiente e de matriz); calculo de centroide
customizavel; visualizacdo em 4D dos dados de MSI atraves da utilizacdo da ferramenta
MSiSlicer; sobreposicdo de imagens geradas por espectrometria de massas com
imagens Opticas (ROBICHAUD et al., 2013). A aparéncia da imagem (heatmap) pode
ser editada utilizando o editor de cor do Matlab, e varios esquemas de interpolacdo dos
pixels da imagem podem ser aplicados. A escala de intensidade de cor para a geracdo da
imagem pode ser facilmente ajustada utilizando barras de rolagem. O algoritmo permite,
também, que uma série de imagens sejam geradas automaticamente a partir de uma lista
de valores de m/z. Esse algoritmo também possibilita que até trés imagens geradas por
espectrometria de massas sejam sobrepostas para a geracdo de uma unica imagem.

Dentre as vantagens na utilizacdo desse algoritmo temos: a possibilidade de
trabalhar com imagens de alta resolucdo (nédo utiliza algoritmos de compressdo ou
reducdo dos dados); € um algoritmo de codigo aberto; trabalha com uma grande faixa
dindmica (intensidade); apresenta uma interface amigavel. Dentre as limitacfes temos o
requerimento do Matlab 64bits; o tamanho maximo do arquivo é limitado pela
quantidade de memoria RAM disponivel do computador e pelo tamanho do conjunto de
dados; e a velocidade computacional. Mesmo apresentando algumas limitacGes quanto
ao tamanho dos arquivos de imagens, 0 MSiReader é uma plataforma extremamente
valiosa para desenvolvedores de codigo para MSI, pesquisadores e para empresas que
procuram por uma plataforma de cddigo aberto para interpretar ou comparar dados de
MSI. O MSiReader estd disponivel para download gratuito em

http://www4.ncsu.edu/~dcmuddim/downloads.html (acessado em 10/01/2016).
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2 OBJETIVOS

Considerando-se que pouco se conhece sobre as alteragfes bioquimicas (a nivel
de metabolitos) que ocorrem no cérebro de abelhas A. mellifera submetidas ao estimulo
ndo condicionado (NC) de reflexo de extensdo da proboscide (REP), o presente estudo
teve como objetivos:

a) Padronizacdo da técnica de andlise metabolémica global, com o uso de um
sistema LC-ESI-MS e MS?, construindo-se inicialmente uma biblioteca de compostos
de baixas massas moleculares, caracteristicos de cérebro de insetos (neurotransmissores,
aminoéacidos livres, poliaminas, nucleotideos, nucleosideos, &cidos organicos, etc), onde
foram considerados parametros tais como: tempo de retengdo cromatogréfico; valores
de m/z em alta resolugdo dos analitos em sua forma monoprotonada (molécula
protonada - [M+H]"), e dos ions-fragmento caracteristicos de cada analito, obtidos em
condicdes de CID para a confirmacéo da identificacdo dos mesmos (e até mesmo para
distinguir compostos is6baros).

b) Analise dos metabolitos do cérebro de abelhas A. mellifera submetidas ao
ensaio comportamental de estimulo ndo condicionado - REP. Nesse contexto foram
investigados 0s principais metabolitos ja descritos em literatura, por atuarem na
modulacdo de vérios comportamentos ja bem caracterizados em abelhas, tais como a
dopamina, serotonina, octopamina, tiramina, histamina, glutamato e GABA. Essa
analise permitiu a comparacdo entre as analises quali- e quantitativa por espectrometria
de massas em individuos de mesma idade, submetidos e ndo submetidos ao ensaio de
REP.

c) Desenvolvimento de uma plataforma analitica por MALDI Spectral Imaging
(MSI) para o mapeamento e estudo da distribuicdo espacial dos metabdlitos
identificados em cortes de cérebro de abelhas, para correlacdo do comportamento
ensaiado com a distribuicdo regionalizada destes metabolitos nos diferentes neurdpilos
do cérebro. Nesse sentido, também foi necessario desenvolver um protocolo
experimental de analises semi-quantitativas para MALDI MSI.

d) A formacéo de recursos humanos na area de metaboldmica, espectrometria de
massas, e ainda no desenvolvimento de novas tecnologias em imageamento por

espectrometria de massas, com aplicagcbes em metabolémica in situ.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material biolégico

A metodologia empregada para o desenvolvimento do trabalho utilizou cérebro
de abelhas da espécie A. mellifera que sdo mantidas em um apiario do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista, Campus de Rio Claro, SP. A col6nia
utilizada apresentava-se livre de doencas, bem alimentada e com uma rainha em franca
postura.

Inicialmente, um favo contendo apenas larvas foi coletado da colénia e mantido
em uma camara incubadora (B.0.D) a 32°C e umidade relativa de 70% por 24 horas.
Utilizando esse procedimento, obtivemos abelhas de idade conhecida (0-24 h). As
abelhas recém-emergidas tiveram seu térax marcado com tinta atoxica de coloracéo
branca (Posca PC-5M, 1.8-2.5 mm) e foram devolvidas a coldnia para coleta posterior
quando atingirem 20 dias. Apds serem coletadas, as abelhas foram submetidas ao ensaio

de comportamento REP.

3.2 Reflexo de Extensdo da Proboscide (REP)

Os ensaios comportamentais de REP foram adaptados de Bitterman e
colaboradores (1983), Decourtye e colaboradores (2005) e Cristino e colaboradores
(2014).

Inicialmente foi realizado um pré-teste de REP para identificar a sensibilidade
dessas abelhas a concentracdes crescentes de sacarose, observando a partir de qual
concentracdo todos os individuos testados respondem com a mesma intensidade.
Estabeleceu-se que a concentragdo de sacarose a ser utilizada foi de 80% (m/v). Entre
cada solucdo de sacarose ofereceu-se também éagua (Figura 1). Cada solucdo foi
oferecida para a abelha com o auxilio de um cotonete estéril (um para cada solucéo), de
modo que as abelhas ndo tenham contato direto com a solugéo (toque de da antena ou da
probdscide), mas recebam somente estimulo olfativo.

Apos coletadas, as abelhas forrageiras (20 dias de idade) permaneceram em
estufa B.O.D a 28°C, por trés horas em jejum. Em seguida, as abelhas foram
anestesiadas por resfriamento por aproximadamente cinco minutos e colocadas em
suporte plastico de forma a restringir a movimentagdo do corpo do individuo, sendo
contidas com uma fita adesiva, mas mantendo a cabeca e as pecas bucais livres (figura

1). Ja contidas, as abelhas permaneceram sem alimento por mais uma hora para
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adaptacdo. Em seguida, foi oferecido cotonete embebido em &gua, seguido da
apresentacdo de outro cotonete contendo o estimulo positivo [solucdo de sacarose 80%
(m/v)]. O procedimento foi repetido 5 vezes (intercalando-se agua e solucdo de
sacarose) a cada 2 minutos. As abelhas que responderem ao cotonete com agua,
apresentando extensao da probdscide foram desconsideradas do experimento, bem como
aquelas que ndo o fizerem para a solugédo da sacarose. As abelhas que exibiram extenséo
de probdscide para a solugdo de sacarose (mas ndo exibiram extensdo de probdscide
para a 4gua) foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, tiveram a cabeca
removida e foram armazenadas em freezer -80°C, compondo o grupo REP.

O grupo chamado de “controle” foi submetido a todo o procedimento descrito
anteriormente, excetuando-se a exposi¢do ao odor da solucdo de sacarose, ou seja, foi
oferecido apenas o cotonete com &gua. Foram consideradas apenas as abelhas que nao

estenderam sua proboscide durante esse estimulo.

Figura 1. Forrageira de A. mellifera submetida ao este de REP, aprisionada, mantendo-se a cabeca e as
pecas bucais livres. (A) oferecimento de 4gua — sem extensdo da proboscide. (B) oferecimento de solugdo
de sacarose (80% (m/v)) — com extensdo da proboscide.

3.3 Preparacéo dos extratos de metabdlitos para analise em LC-ESI-MS e MS?

Ao termino do ensaio REP as abelhas forma imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido, e os tecidos frescos da cabeca de cada inseto foram dissecados em
presenca de um coquetel de inibidor de proteases (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA).
Nesse processo, a cuticula, as pecas bucais, 0s pigmentos do lobo éptico, os ocelos, 0s
olhos compostos e o0s tecidos glandulares que circundam o cérebro foram
cuidadosamente removidos com a ajuda de grampos e tesouras oftalmologicas. Foram
utilizados 15 cérebros em duplicata para compor cada um dos grupos, controle e o REP
(Controle 1/Controle 2/ REP 1/ REP 2). Em seguida, os cérebros foram macerados com
0 auxilio de um bastdo de vidro na presenca de 100 pL de acetonitrila (MeCN) 50%
(v/v), grau HPLC, a 0°C. Esse extrato foi centrifugado em micro centrifuga (Centrifuga
Eppendorf — Centrifuge 5415D) a 10.000g por 10 minutos a 25°C; em seguida, 0

sobrenadante foi recuperado e armazenado. O sedimento foi novamente macerado em
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100 pL de solugdo de MeCN 50% (v/v) a 0°C, e o extrato foi centrifugado pela segunda
vez por 10 minutos a 10.000 g; esse processo foi repetido mais uma vez, totalizando trés
processos de maceracdo e trés processos de centrifugacdo. Posteriormente, 0s
sobrenadantes foram reunidos e filtrados em filtro Millipore de 3 kDa para a remogéo de
eventuais proteinas que podem n&o ter precipitado na presenca de MeCN 50% (v/v);
esses extratos foram liofilizados em um liofilizador “Centrivap Concentrator”
(Labconco) acoplado a um condensador de solventes “Centrivap Ultra Low Cold Trap”
(Labconco). Logo apds o processo de liofilizacdo, foi tomado o peso seco do material
bioldgico extraido, e as amostras foram armazenadas em freezer -80°C até sua analise.
No momento da analise, o material liofilizado foi solubilizado em MeCN 50%
(v/v) para ajustar a concentracdo total de amostra em 5 pg/pL, sendo entdo filtrado em
filtro Millipore 0,45 um para a remogao de possiveis particulas. Cada uma das amostras
descritas acima, foram analisadas em triplicatas técnicas, sendo os resultados dessas

analises, submetidos a tratamento estatistico, conforme descrito no item 3.8.

3.4 Cromatografia liquida ultra rapida (UFLC) acoplada a espectrometria de
massas de alta resolucéo

As analises de espectrometria de massas foram realizadas em um equipamento
micrOToF-QIIl (Bruker Daltonics) acoplado a um sistema de Cromatografia Liquida
Ultra Répida (UFLC) constituido de duas bombas LC20 AD, e um injetor automatico
SIL 20 AHT. Para as analises de cromatografia liquida foi utilizada uma coluna
XBridge™ BEH130 C1s (2,1x100mm; 3,5um). A temperatura da coluna foi mantida
constante a 25 °C. O sistema semi-uLC foi conectado a um espectrémetro de massas do
tipo micrOToF-QIll (Bruker Daltonics). As fases mdveis utilizadas foram (A)
H>O/HFBA 0,1% (v/v) (acido heptafluorobutirico), e (B) MeCN/HFBA 0,1% (v/v). O
gradiente utilizado variou de 2 a 95% (v/v) de B em 90 minutos; o fluxo de solvente na
coluna foi de 0,2 mL/min e o volume de amostra injetada foi de 2 pL.

A faixa de massa para 0 MS e MS/MS foi de m/z 50 a 650, a velocidade de
aquisicdo utilizado foi de 1 Hz, os pardmetros da fonte foram: voltagem: 4500V,
pressdo do gas nebulizador: 3 bar, fluxo do gas secante: 8 L/min e a temperatura:
200°C. O tempo de pré-pulso foi ajustado para 4 ps. A energia de colisdo utilizada foi
de 8eV no modo MS, e de 15eV no modo MS/MS. Foi utilizado a aquisigdo simultanea
dos dados de MS e MS/MS através do método bbCID (Broadband Collision Induced
Dissociation).
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O espectrometro de massas micrOToF-QIll (Bruker Daltonics) foi calibrado
através de uma solucédo de Formiato de S6dio no modo positivo, considerando um erro
de 0,6 ppm e um escore de calibragdo minimo de 99%. Os dados adquiridos foram

processados pelo algoritmo DataAnalysis v4.1 (Bruker Daltonics).

3.5 Construcao da biblioteca e quantificacdo dos metabdlitos

Para a identificacdo dos metabdlitos presentes no cerebro das abelhas, ap6s a
otimizacdo das condices de analise, foi necessario construir uma biblioteca de
compostos. Os compostos utilizados para construcdo da biblioteca foram os seguintes:
1,3-diaminopropano; 2-feniletilamina; acido ascorbico; acido aspartico; acido caféico;
acido cistéico; éacido glutdmico; 4acido 3,4-di-hidroxifenilacético; acido 4-
hidroxifenilacético; acido 5-hidroxiindolacético; acido indolacético; &cido cainico;
acido maléico; adenosina difosfato; adenina; adenosina monofato ciclica; adenosina 5-
monofosfato; adenosina; alanina; arginina; asparagina; betaina; cadaverina; citosina,;
dopamina; epinefrina; espermidina; espermina; fenilalanina; gaba; glicina; glicose;
glutamina; guanina; guanosina; guanosina difosfato; guanosina monofosfato; guanosina
trifosfato; hidroxitripargina; histamina; histidina; hydroxyprolina; isoleucina; leucina;
lisina; manose; metionina; nicotina; octapamina; polibiosideo; prolina; putrescina,;
sacarose; serina; serotonina; taurina; timina; tiramina; tirosina; treonina; tripargina;
triptofano; uracila; uridina; e valina. Esses compostos foram obtidos da Sigma-Aldrich
(Saint Louis, USA).

Para construcdo da biblioteca foram necessarios basicamente dois algoritmos,
que sdo ferramentas do Compass™ (Bruker Daltonics): QuantAnalysis v2.1 e o
DataAnalysis v4.1.

O QuantAnalysis v2.1 é uma ferramenta dedicada a quantificacdo por MS e
MS/MS. O algoritmo permite uma analise dindmica dos dados de cromatograma,
espectro de massas e a construcdo de curvas de calibracdo para uma quantificacdo
precisa e rapida. O processo de quantificagdo consistiu na aquisicdo de dados de LC-
MS/MS para os diferentes compostos que fazem parte da biblioteca. Esses compostos
foram analisados separadamente, em quatro concentragfes diferentes (0,125 pg/pL;
0,06 pg/uL; 0,03 pg/uL; e 0,015 pg/uL), permitindo a construgdo de uma curva de
calibracdo para cada composto. A partir dessa curva foi obtido um coeficiente de
calibracdo para cada composto padrao da biblioteca, utilizado para a analise quantitativa

dos mesmos.
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O DataAnalysis v4.1 (Bruker Daltonics) é um algoritmo de visualizacdo e
processamento de dados de LC-MS. A partir desse algoritmo foram obtidos os valores
dos pardmetros utilizados para a construcdo da biblioteca, tais como o tempo de
retencdo de cada analito, o valor de m/z da molécula protonada de cada composto, as
areas dos picos cromatograficos de cada metabolito (que foram padronizadas com
compostos sintéticos na forma de padrdo primario), e os ions fragmentos mais
importantes gerados para cada composto no modo MS/MS. Além disso, os dados
obtidos por espectrometria de alta resolucdo foram utilizados para a determinacdo da
férmula molecular de cada composto da biblioteca e nas amostras de extrato de
cerebros.

O conjunto de dados obtidos nas analises foram convertidos em texto e
transferidos para o algoritmo Microsoft Excel v.14 (Microsoft 2010), para o
armazenamento em formato “.csv”, no qual cada linha do arquivo contém valores de

parametros (citado anteriormente) para um Gnico composto.

3.6 Identificacdo dos Metabolitos

Apo6s a determinacdo da metodologia de separacdo dos compostos de baixa
massa molecular, e a padronizacéo e cria¢do da biblioteca, iniciou-se a identificacdo dos
compostos de baixas massas moleculares presentes no cérebro de A. mellifera através da
utilizacdo do algoritmo TargetAnalysis v1.3 (Bruker Daltonics). Esse algoritmo de
processamento de dados permite buscar em espectros de MS qualquer nimero de
compostos de interesse, tais como drogas, pesticidas e metabdlitos. A caracterizacdo dos
compostos é baseada na medida de massa exata (de alta resolu¢édo), no valor de mSigma,
(é calculado com base na correlagdo existente entre o padrdo isotopico tedrico e aquele
medido no envelope monoisotdpico do ion de interesse) no tempo de retengdo e na
presenca de ions qualificadores (ions fragmentos).

Para cada formula molecular dos compostos presentes no banco de dados, o
algoritmo TargetAnalysis calcula a massa exata na forma [M+H]" (considerando apenas
aquisicdes em modo positivo) e cria 0 cromatograma de ion extraido (EIC) com uma
janela de erros determinada pelo usuario. A detecgédo do pico é realizada em cada EIC
criado. Se o tempo de retengdo é definido na biblioteca, todos os picos cromatograficos
fora da janela de tempo de retengdo especificados séo rejeitados. Para cada pico
cromatografico dentro da janela de tempo especificada ¢ adquirido o espectro MS e
MS/MS correspondente; esses espectros sdo comparados com 0 espectro tedrico do
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composto. Se os valores de massa molecular e mSigma estiverem dentro dos limites
estabelecidos, o resultado é armazenado na lista de compostos detectados.

O primeiro passo para confirmar a presenca de um composto € a identificacao da
molécula protonada ([M+H]"). Posteriormente, o valor de mSigma é calculado com
base na correlagdo existente entre o padrdo isotopico tedrico e aquele medido no
envelope monoisotopico do ion de interesse. O desvio entre esses valores, as variagdes
no tempo de retencdo esperado e aquele medido para um dado composto, e também a
presenca de ions fragmentos fornecem uma contagem de confianga (escore) para a
presenga do composto alvo. Essa codificagdo indica a proximidade dos resultados
medidos com o resultado esperado, e indica a certeza na identificacdo de um respectivo
composto.

Durante o desenvolvimento do método de processamentos de dados no
TargetAnalysis é possivel estabelecer dois valores limiares (critico e subcritico) para os
parametros mencionados acima. Esses valores sdo utilizados para o célculo final do
escore, sendo que os parametros foram classificados conforme mostrado na tabela 1,

seguindo orientagdes do desenvolvedor do algoritmo:
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Tabela 1. Esquema de classificagdo dos pardmetros avaliados. dRT — Diferenca entre o tempo de
retencdo medido e esperado (em minutos); RTT1 — Valor de tolerancia no tempo de retengéo subcritico;
RTT2 — Valor de tolerancia no tempo de retengdo critico; dm/z — Diferenca entre o valor de m/z calculado
e medido (em mDa); MT1 — Valor de tolerancia de massa subcritico; MT2 — Valor de tolerancia de massa
critico; S — Valor de mSigma ; ST1 — Valor de mSigma subcritico; ST2 — Valor de mSigma critico.

Parametros avaliados Condicéo Classificacao do resultado
0<dm/z<MTI Muito bom
Acurécia de Massa MT1 < dm/z < MT2 Bom
MT2 < dm/z Ruim
0<S<STIl Muito bom
Valor de mSigma ST1 <S<ST2 Bom
ST2<S Ruim
0 <dRT <RTTI Muito bom
Tempo de Retencgao RTT1 <dRT <RTT2 Bom
RTT2 <dRT Ruim
0 <dm/z < tolerancia de Bom
. identificacdo
lons Qualificadores
tolerancia de identificacdo < Ruim

dm/z

A representacdo do escore geral das identificacfes dos metabolitos utilizou

simbologia mostrada na tabela 2:
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Tabela 2. Esquema geral de escore das identificagdes baseado nos parametros analiticos considerados na

Tabela 1.
Resultado do Escore Interpretagdo Simbolo
4 pardmetros muito bons: Identificacdo Forte: pelo menos ++++
(probabilidade extremamente 1 ion qualificador foi encontrado
alta de identificacdo correta) e 0s 3 parametros restantes estdo
abaixo do valor subcritico
3 pardmetros muito bons: Identificacio Forte +++
(probabilidade alta da
identificacdo correta)
2 parametros muito bons Identificacdo confiavel ++

e

2 parametros bons

1 ou mais parametros ruins, Identificacdo ndo confivel:

independentemente do nimero o
requer avaliacdo adicional
de pardmetros bons ou muito

bons

Para a realizacdo das buscas com o uso do algoritmo TargetAnalysis foram
configurados os seguintes parametros: tempo de corrida cromatografica total de 90
minutos; tolerancia no tempo de retencdo de 1 minuto; tolerancia de 20 mDa para a
criacdo dos cromatogramas de ions extraidos; tolerancia de 20 mDa entre os valores de
m/z medido e esperado para as moléculas protonadas; limite da relacdo sinal/ruido 3:1;
valor de tolerdncia de massa subcritico 10 mDa; toleréncia de massa critico 20 mDa;
valor de mSigma subcritico 50; valor de mSigma critico 1000; os valores de tolerancia
de intensidade considerados para a identificacdo dos ions fragmentos foi considerado
caso a casa, sempre respeitando a intensidade minima superior a relacdo sinal/ruido de
3:1; tolerancia de massa para a identificacdo dos ions fragmento de 20 mDa; algoritmo
de identificacdo de picos Sun Peak. Antes do inicio do processamento dos dados, 0s
espectros de massas foram internamente recalibrados utilizando-se o Formiato de Sodio

como padréo (no modo positivo).




46

3.7 Construcéo de nova biblioteca sem a utilizacdo de padrdes sintéticos

Apols o término das analises dos metabolitos identificados utilizando-se a
biblioteca descrita no item 3.5, as identificacbes obtidas foram contrastadas com a
colecdo de banco de dados de rotas metabdlicas para A. mellifera do KEGG. Com isso,
observou-se que os metabdlitos identificados pela abordagem descrita anteriormente
concentravam-se em algumas rotas metabdlicas especificas. Nesse processo observou-se
a necessidade da criagdo de uma segunda biblioteca de metabdlitos, para que fosse
possivel a identificagdo de metabdlitos intermedidrios presentes nessas rotas, que
geralmente ndo se encontram comercialmente na forma sintética. Essa biblioteca foi
construida sem a utilizacdo de padrdes primarios (a grande maioria dos compostos dessa
biblioteca ndo apresentam padrdes vendidos comercialmente) e, portanto, ndo possuli
parametros de tempo de retencdo e ions qualificadores. Os algoritmos DataAnalysis
v4.1 e o TargetAnalysis v1.3 foram utilizados para a criagdo dessa biblioteca.

Inicialmente foi criado um arquivo no formato “.csv”” no algoritmo Microsoft
Excel v.14 (Microsoft 2010) contendo os seguintes parametros: nome do composto e
formula molecular (espécie neutra) para todos o0s metabdlitos dessa biblioteca.
Posteriormente esse arquivo “.csv” foi inserido no TargetAnalysis v1.3 (Bruker
Daltonics) para o céalculo da massa exata dos compostos (seis casas decimais), com base
na formula molecular; essa informacao foi automaticamente inserida na biblioteca.

Apos a criacdo dessa biblioteca iniciou-se a identificagdo dos novos compostos,
através da utilizacdo do algoritmo TargetAnalysis v1.3 (Bruker Daltonics). Para essa
biblioteca a caracterizacdo dos compostos foi baseada na medida de alta resolucéo, e no
valor de mSigma. Durante as buscas, o algoritmo TargetAnalysis v1.3 cria
cromatogramas de ion extraido para cada valor de m/z obtido a partir dos valores de
massa exata da biblioteca. A detec¢do do pico é realizada em cada EIC criado, e como
nenhum tempo de retencdo foi definido, todos os picos presentes na corrida
cromatografica foram levados em consideracdo. Posteriormente os espectros MS
tedricos e experimentais sdo comparados, e se 0s valores de massa molecular e mSigma
estiverem dentro dos limites estabelecidos, o resultado é armazenado na lista de
compostos detectados. Nesse caso, a contagem de confianca (escore) para a presenca do
composto alvo é feita apenas com base nos desvios dos valores de m/z da molécula
protonada tedrico e experimental, e com base nos desvios entre o padrdo monoisotépico
teorico e experimental (valor de mSigma). Os valores de limiar critico e subcritico

seguem 0 mesmo padrdo descrito na tabela 1, do item 3.6. Os seguintes simbolos séo
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utilizados para representar o escore geral das identificagcbes, conforme mostrado na

tabela 3:

Tabela 3. Esquema geral de escore das identificacdes obtidas através da biblioteca criada sem a utilizacdo
de padrdes sintéticos, baseado nos parametros analiticos considerados na Tabela 1.

Resultado do Escore Interpretacdo Simbolo
2 parametros muito bons ou Identificacdo confiavel. +
bons

Identificacdo ndo confidvel: requer
. A . avaliacdo adicional. Pelo menos um
1 ou mais parametros ruins
dos dois parametros apresenta um

desvio maior do que o limiar critico.

Para a realizacao das buscas por compostos utilizando-se a biblioteca criada sem
padrdes sintéticos no TargetAnalysis foram estabelecidos parametros mais rigidos do
que os citados anteriores (na busca com biblioteca criada a partir de padrdes) no item
3.6. Seguem os pardmetros configurados: tempo de corrida cromatografica total de 90
minutos; tolerancia no tempo de retencdo de 1 minuto; tolerancia de 20 mDa para a
criagdo dos cromatogramas de ions extraidos; tolerancia de 10 mDa entre os valores de
m/z medido e esperado para as moléculas protonadas; limite da relagdo sinal/ruido 3:1;
valor de tolerancia de massa subcritico 2 mDa; tolerdncia de massa critico 10 mDa;
valor de mSigma subcritico 25; valor de mSigma critico 50; algoritmo de identificacdo
de picos Sun Peak. Antes do inicio do processamento dos dados, 0s espectros de massas
foram internamente recalibrados utilizando-se o Formiato de Sédio como padrdo (no
modo positivo).

Os metabdlitos identificados por essa abordagem tiveram suas respectivas areas

cromatograficas comparadas para cada composto presente no grupo REP e/ou controle.

3.8 Anaélise dos dados de LC-ESI-MS e MS?

Ap0s o término das buscas no TargetAnalysis (Bruker Daltonics) os resultados
foram exportados para o Microsoft Excel v.14 (Microsoft 2010), e os resultados das
buscas foram organizados em tabelas. Todos os resultados obtidos foram checados
manualmente através da verificagdo dos dados de espectrometria de massas e
cromatografia, utilizando-se o algoritmo DataAnalysis (Bruker Daltonics). Para 0s

compostos identificados a partir da biblioteca criada com padrbes sintéticos, foram
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realizados os calculos dos valores quantitativos de cada composto, que foram expressos
em nanograma de composto/cérebro. Para o calculo desse valor foi considerado os
dados da média da triplicata técnica para cada uma das amostras da duplicata biologica
(Controle 1/Controle 2/ REP 1/ REP 2). Esses valores foram utilizados para a realizagéo
do teste estatistico. Para a realizacdo do teste estatistico dos compostos identificados a
partir da biblioteca criada sem a utilizacdo de padrdes sintéticos, foram utilizados os
valores de area cromatografica média entre as triplicatas técnicas para cada uma das
amostras da duplicata bioldgica (Controle 1/Controle 2/ REP 1/ REP 2).

Uma vez que os dados quantitativos foram obtidos para cada um dos grupos
analisados (controle e experimental), o teste estatistico classico t de Student foi aplicado
com a finalidade de encontrar as diferencas quantitativas significantes estatisticamente
entre os grupos comparados. Foram considerados estatisticamente significantes os
valores de p<0,05. Esse teste foi realizado através do Microsoft Excel v.14 (Microsoft
2010) com a utilizacdo da formula test.T; o teste foi realizado considerando-se uma
variacdo desigual de duas amostras (pois os célculos foram realizados com os valores
das meédias das concentracdes obtidas na duplicata bioldgica), e uma distribuicdo
unicaudal (devido ao pequeno conjunto de dados).

3.9 MALDI Imaging

Para auxiliar a compreenséo da neuroquimica do cérebro de abelhas A. mellifera
a técnica de MALDI MSI foi empregada. Essa técnica permitiu o estudo da distribuicdo
espacial de diferentes neurotransmissores e neuromoduladores, que possam estar
envolvidos na modulacdo do comportamento de reflexo de extensdo da probéscide. Essa
abordagem também permite a determinacdo do perfil metabdlico de cada regido do
cerebro de abelhas, tendo sido desenvolvido para isso uma estratégia analitica para

analises semi-quantitativas.

3.9.1 Obtencéo de sec¢es histologicas de cérebro de Apis mellifera

Ap0s o processo de congelamento em nitrogénio liquido e armazenamento em
freezer -80°C (por um periodo inferior a 24 horas), os tecidos frescos de cérebro de
abelhas foram seccionados a -20 °C utilizando-se um micrétomo por congelamento
(LEICA, CM1850), para a aquisicdo de cortes de 12 um de espessura (Lamina do
MALDI). Tais cortes foram realizados no plano sagital da cabeca de cada operaria, na
regido do eixo maior da capsula cefalica. Seccdes histologicas subsequentes foram

analisadas imediatamente pela técnica histoldgica de coloracdo por hematoxilina e
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eosina (H&E) e por MALDI MSI, possibilitando que para cada corte analisado seja
gerada um mapa de contorno do cerebro deste individuo para que a distribuicdo dos
compostos seja estudada.

Para as secg¢des histologicas coradas com H&E, as laminas foram submersas em
etanol 95% (v/v) por vinte minutos, lavadas com &gua corrente e, em seguida, foram
coradas com hematoxilina por 20 segundos. Apds esse procedimento, as laminas foram
lavadas com agua destilada. As mesmas foram entdo coradas com eosina por mais 20
segundos e lavadas com agua destilada. Ao final do processo, as laminas foram lavadas
com solugdes de etanol 95% (v/v) para a remogdo do 0 excesso de corante e em
solucdes de Xilol.

As imagens digitais das seccOes de tecidos foram geradas através de um
microscopio Olympus BX51TF, conectado a uma camera Olympus U-LH100HG. As
seccOes histoldgicas coradas com H&E foram utilizadas na constru¢cdo do mapa de

contorno para a interpretacdo dos dados de MALDI MSI.

3.9.2 Imageamento dos metabdlitos por MALDI MSI

As seccdes histologicas a serem analisadas por MALDI MSI foram submetidas a
dessecacdo durante 30 minutos sob temperatura ambiente em um dessecador selado a
vacuo contendo silica gel como agente dessecante. Subsequentemente, para a analise
dos metabdlitos identificados, foi realizada a deposi¢do automética de matriz, contendo
150 mg/mL de acido 2,5-dihidroxibenzdico (DHB) e 1 mg/mL 2-Feniletilamina (padrdo
interno) em solucdo de metanol 50 % (v/v) contendo 0,1% de &cido férmico, por meio
da utilizacdo da impressora quimica ChIP-1000 (Shimadzu). Com este equipamento foi
programado a preparacdo da amostra num microarranjo de aproximadamente 500
pontos/analise, onde cada ponto de aplicacdo da solucdo de matriz foi espacado um do
outro por 200 pm de centro a centro (resolucio lateral), perfazendo 36 pontos/mm? de
corte histolégico. Em cada ponto foram aplicados 500 pL (5 gotas de 100 pL) de
solucédo de matriz, sendo realizados 24 ciclos/ponto. Desta maneira, o volume total da
solucdo de matriz depositada por ponto foi de 12 nL, aplicando-se uma concentracédo
total de 1,8 ug de DHB/ponto e 0,012 pg de 2-Feniletilamina/ponto. Apoés a aplicacéo
da solucdo de matriz, as sec¢des histoldgicas foram submetidas novamente ao processo
de dessecacdo durante 10 sob temperatura ambiente. As coordenadas planares (x e Y)
criadas pela ChIP-1000 foram salvas e exportadas para o espectrometro de massas. Em
seguida os tiros de laser foram disparados apenas nesse conjunto de coordenadas, e 0s

espectros MALDI-ToF foram adquiridos.
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Os espectros de MALDI MS foram obtidos no modo reflectron positivo por um
MALDI ToF-ToF (AXIMA Performance, Shimadzu), equipado com um laser de N2
SmartBeam controlado pelo algoritmo Launchpad v2.8 (Shimadzu), utilizando-se o
dispositivo reflectron. O instrumento foi calibrado com uma solucdo padrédo contendo
reserpina [5 pg/mL em isopropanol 50 % (v/v)] e DHB (150 mg/mL em solucédo de
metanol 50 % (v/v) contendo 0,1% de &acido trifluoroacético). Espectros de MALDI MS
foram adquiridos no intervalo de m/z 50 — 650, com um total de 250 disparos de
laser/ponto de preparacdo de amostra. Assim, foram realizados cerca de 125000
disparos de laser por amostra analisada, sendo que para cada disparo de laser, se adquire
um espectro de massas (gerando um total de 125.000 espectros/amostra). Os seguintes
valores foram utilizados para a calibracdo: m/z 137.02 (DHB), m/z 154.02 (DHB) e m/z
609.63 (Reserpina).

3.9.3 Processamento dos dados de MALDI MSI

Através da utilizacdo do algoritmo Launchpad v2.8 (Shimadzu) os dados brutos
(.raw) foram convertidos para o formato .mzXML. As imagens foram reconstruidas no
algoritmo MSiReader v0.05 a partir dos dados no formato .mzXML, utilizando-se
tolerancia de massa de + 0.3 Da e espacamento de 200 pum. Nesse algoritmo 0s
seguintes parametros foram configurados: O método utilizado para calcular a
intensidade exibida nas imagens geradas por espectrometria de massas foi o0 Max of
Window (Max); subtracdo de ruido e background; correcdo da linha de base;
normalizagdo dos dados com base na intensidade do padréo interno 2-Feniletilamina, de
m/z 122.18 na forma [M+H]"; e interpolacdo ctbica de ordem 5 dos pixels das imagens.

3.9.4 Andlise das Imagens — criacdo de mapas de contornos dos neuroépilos no
cerebro de abelhas

Apobs a aquisicdo dos dados, as imagens geradas por espectrometria de massas
dos metabdlitos identificados foram reconstruidas a partir de valores da razdo
massa/carga (m/z) da molécula protonada ([M+H]") dos metabdlitos, utilizando-se o
algoritmo MSiReader v0.05, uma plataforma livre de cddigo aberto, construido sobre a
plataforma do Matlab (Mathworks, Natick, MA, USA).

Para correlacionar os metabdlitos com suas localizagfes no cérebro de abelhas,
foi desenvolvido um mapa de contorno com base no Atlas Digital 3D do Cérebro da
Abelha A. mellifera, desenvolvido por Rybak e colaboradores (2010), no qual os limites
de cada centro nervoso foi definida para auxiliar a interpretacdo dos dados de MSI. O
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atlas padrdo para o cérebro de abelha (Honeybee Standard Brain Atlas — atlas HSB,
http://www.neurobiologie.fu-berlin.de/beebrain/) foi calculado a partir de 20 cérebros
individuais, corados por técnica de imunohistoquimica; as imagens foram geradas a
partir de microscopia confocal e segmentadas ao longo das fronteiras de 22 centros
nervosos; por dltimo, um foi reconstruido um modelo de superficie tridimensional a
partir dos dados obtidos (RYBAK et al., 2010). Posteriormente, 0 mapa de contorno foi
plotado sob a imagem obtida a partir da técnica histoldgica de coloracdo por H&E de
cada seccdo, permitindo a visualizagdo da anatdmica do cérebro na seccdo sagital, e
facilitando o alinhamento das imagens geradas por espectrometria com as imagens
histoquimicas. Desta maneira, foi criada uma “mascara” contendo os limites anatomicos
de cada estrutura nervosa, permitindo a andlise das imagens geradas por MALDI MSI.
Ap6s o desenvolvimento do mapa de contorno, as estruturas foram nomeadas de acordo
com o atlas HSB. Um esquema geral da estratégia adotada pode ser visualizado na

figura 2.
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Figura 2. Estratégia geral adotada para imageamento por espectrometria de massas dos metabolitos em cérebro de A. mellifera.
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4 RESULTADOS

4.1 Ensaio Comportamental de Reflexo de Extensdo da Probdscide (REP)

Os ensaios comportamentais de REP foram adaptados de Bitterman e
colaboradores (1983), Decourtye e colaboradores (2005) e Cristino e colaboradores
(2014). Antes dos ensaios comportamentais serem iniciados foi realizado um pré-teste
para identificar a sensibilidade das abelhas a concentragdes crescentes de sacarose,
observando a partir de qual concentracéo todos os individuos testados respondem com a
mesma intensidade. Para este teste foram utilizadas solugdes de sacarose nas seguintes
concentragdes: 0,1% (m/v), 0,3% (m/v), 1% (m/v), 3% (m/v), 10% (m/v), 20% (m/v),
30% (m/v), 40% (m/v), 50% (m/v), 60% (m/v), 70% (m/v), 80% (m/v) e 85% (m/v).
ApOs esse processo, estabeleceu-se a utilizacdo de sacarose de 80% (m/v) pois essa era
a concentragao na qual grande parte das abelhas respondiam ao teste REP.

4.2 Analises em micrOToF-QIll: método de preparacdo de amostra e construcéo
da biblioteca de metabolitos

Em metabolémica, métodos adequados de preparacdo de amostra sdo de extrema
importancia. De modo geral, os passos chaves na preparacdo de amostra para
metabolémica sdo: (i) resfriamento brusco do tecido a ser analisado, uma vez que 0s
niveis metabolicos refletem a resposta final de um sistema biolégico a uma mudanca
genética ou ambiental, é essencial garantir que as reacdes metabdlicas sejam
interrompidas; (ii) o passo seguinte é a extracdo dos metabdlitos, que deve ser realizado
tentando otimizar o processo para que haja o minimo de perdas, e de degradacdo dos
analitos; (iii) por ultimo é realizado um passo que visa concentrar a amostra, uma vez
que os métodos de extracdo comumente empregados utilizam grandes volumes de
solvente de extracdo e os metabdlitos extraidos das células apresentam-se em baixa
abundéancia.

Levando-se em conta os parametros descritos acima, 0s cérebros foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido apds o termino dos ensaios REP, para
garantir que o metabolismo fosse interrompido; esse método foi escolhido devido a
baixa temperatura do nitrogénio liquido (-196 °C) e principalmente devido a sua facil

remocao da amostra (por volatiliza¢ao).
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Além disso, diversos métodos de extracdo de metabdlitos foram utilizados.
Inicialmente tentou-se macerar a cabeca inteira, sem que houvesse a dissec¢do do
cérebro; esse procedimento inviabilizou a andlise devido a alta concentracdo de
pigmentos (oriundos dos Iébulos opticos) presentes no extrato bioldgico. Tentativas de
remover esses pigmentos apds a obtencao do extrato ndo foram eficazes. Posteriormente
estabeleceu-se que a cuticula, as pecas bucais, 0s pigmentos do lobo 6ptico, os ocelos,
os olhos compostos e os tecidos glandulares que circundam o cérebro fossem
cirurgicamente removidos.

Para a extracdo dos metabolitos diversos protocolos foram testados, dentre eles a
extracdo com: i) acido perclorico 0,1M a 0°C; ii) &cido perclérico 0,1M a 0°C sob
sonicacdo por 30 min (adaptado de SASAKI e NAGAO, 2001); iii) e extragdo com
acetonitrila e 4gua (1:1 v/v). Estabeleceu-se que a utilizacdo de agua e acetronitrila (1:1
v/v), uma vez que essa solucdo favorecia a extracdo de metabdlitos hidrofilicos e

hidrofébicos. Para concentrar os metabdlitos foi utilizado o processo de liofilizac&o.

4.3 Desenvolvimento do método de cromatografia liquida ultrarrapida (UFLC)
acoplada a espectrometria de massas de alta resolucéo

Para a criacdo da biblioteca de compostos e andlise das amostras muitas
condicBes cromatograficas diferentes foram testadas para que conseguissemos separar
de forma eficaz grande parte dos compostos, e para que obtivéssemos EICs de boa

qualidade.

4.3.1 A cromatografia de par-ionico (IPC) e o aumento no tempo de retencdo dos
compostos

Um dos grandes desafios encontrados por cientistas na pesquisa com compostos
biolégicas é a separacdo dessas substancias, principalmente devido ao fato de que
grande parte desses compostos sdo idnicos ou polares. Para esses compostos o0 uso da
cromatografia de fase reversa (RP-HPLC) é restrito.

A adigdo de um reagente de pareamento i6nico, ou seja, um contra-ion de carga
oposta ao da amostra a ser analisada, na fase mdvel, formara "complexos™ mais ou
menos polares que o analito sem a formacdo de par ibnico na matriz cromatogréfica,
alterando significativamente o tempo de retencdo do composto idnico. Esta técnica

permite a separacdo relativamente rapida de uma mistura de compostos, em uma Unica
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corrida cromatografica, sem prévio tratamento ou derivatizacdo da amostra (SZEPESI,
1990; DONATO et al., 2004).

Geralmente, o reagente de par-i6bnico é uma molécula i6nica que carrega uma
carga oposta a do analito de interesse. Esse tipo de composto possui uma regido
hidrofobica para interagir com a fase estacionaria, e uma regido carregada para interagir
com o analito. Os reagentes como o &cido trifluoroacético (TFA), o &cido
heptafluorobutirico (HFBA), além de outros acidos carboxilicos perfluorinados sdo 0s
reagentes de par-ibnico mais comumente utilizados na separacdo de peptideos e
proteinas por IPC HPLC, devido aos seus elevados grau de pureza, solubilidade em
agua, transparéncia no UV até 200nm, grande reprodutibilidade e volatilidade —
tornando a recuperacdo dos analitos relativamente facil (CASTRO, MOYANO e
GALCERAN 1999). No presente trabalho esses dois reagentes foram testados para que
fosse possivel avaliar qual a melhor condicdo cromatografica de separacdo dos
compostos.

Para testar a separacdo dos compostos foi preparada uma mistura dos seguintes
metabolitos (que também fazem parte da biblioteca): acido aspartico (m/z 134,04), acido
glutdmico (m/z 148,05), acido cainico (m/z 214,09), epinefrina (m/z 184,09), GABA
(m/z 104,07), tiramina (m/z 138,09), dopamina (m/z 154,08) e octopamina (m/z 154,08).
A concentracdo final de cada metabdlito na mistura foi de 0,1 pg/mL. Os
cromatogramas EIC foram gerados com base nos valores de m/z das respectivas
moléculas protonadas, considerando uma tolerancia de massas de 0,2 Da. Duas das
condicBGes cromatogréficas testadas podem ser visualizadas nas tabelas 4 (com &cido
férmico) e 5 (com HFBA).

Tabela 4. Condicgdo cromatogréafica utilizando-se &cido férmico como reagente de pareamento idnico.

Tempo MeCN com Ac. Férmico 0,1% H>0 com Ac. Férmico 0,1%
(min) (%) (%)
0 2 98
0,1 2 98
30 95 5




Tabela 5. Condigdo cromatogréfica utilizando-se HFBA como reagente de pareamento idnico.
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Tempo MeCN com HFBA 0,1% H>0 com HFBA 0,1%
(min) (%) (%)
0 2 98
0,1 2 98
30 95 5

Os cromatogramas de ions extraidos para a analise na presenca de acido férmico

na fase movel podem ser observados na figura 3. Pode-se observar que todos os

compostos analisados eluiram no mesmo tempo de retencao (dentro da janela de tempo

de 1 minuto). Diversas tentativas de gradiente ndo alteraram o tempo de eluicdo dos

compostos que apresentam alta polaridade. Os EICs sempre permaneceram idénticos

nos primeiros 2 minutos.
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Figura 3. Cromatograma de ions extraidos para os seguintes metabolitos: acido aspartico (m/z 134,04),
acido glutdmico (m/z 148,05), &cido cainico (m/z 214,09), epinefrina (m/z 184,09), GABA (m/z 104,07),
tiramina (m/z 138,09), dopamina (m/z 154,08) e octopamina (m/z 154,08), todos na forma [M+H]*. Para
essa analise foram utilizadas as condi¢des cromatograficas padronizadas na tabela 3 [contendo &cido
férmico 0,1% (v/v)]. Coluna XBridge™ BEH130 Cis (2,1x100mm; 3,5um); fluxo utilizado de 0,2
mL/min.
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Por outro lado, ao observarmos a figura 4, € possivel notar um grande aumento
no tempo de retengdo dos compostos com alta polaridade apds a adicdo de HFBA na
fase movel da cromatografia, indicando que esse reagente possui maior capacidade de
formar par-iébnico com os compostos estudados. Os tempos de retencdo observados para
0s compostos foram os seguintes: acido aspartico (2,3 minutos), acido glutdmico (3
minutos), GABA (4,2 minutos), epinefrina (7,4 minutos), octopamina (10 minutos),
tiramina (11 minutos), dopamina (11,5 minutos) e &cido cainico (11,6 minutos).

E possivel observar que alguns compostos tiveram seu tempo de retencéo
aumentado em mais de 10 minutos (como, por exemplo, o acido cainico e a dopamina),
além de outros compostos que também tiveram seu tempo de retencdo aumentado,
porém de maneira menos expressiva (como, por exemplo, o acido glutdmico e o acido
aspartico). Definiu-se que a condi¢do cromatografica utilizando HFBA é a ideal para a
padronizacdo da biblioteca de compostos e para a analise dos metabdlitos em cérebro de
abelhas A. mellifera. A utilizacgdo do HFBA também foi eficiente na separacdo
cromatografica dos 65 metabdlitos analisados nesse trabalho, porém, depois de diversos
testes com todos os metabdlitos da biblioteca e com as amostras bioldgicas, padronizou-

se 0 tempo total de corrida cromatografica de 90 minutos.
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Figura 4. Cromatograma de ions extraidos para os seguintes metabolitos: acido aspartico (m/z 134,04),
acido glutdmico (m/z 148,05), &cido cainico (m/z 214,09), epinefrina (m/z 184,09), GABA (m/z 104,07),
tiramina (m/z 138,09), dopamina (m/z 154,08) e octopamina (m/z 154,08), todos na forma [M+H]*. Para
essa andlise foram utilizadas as condi¢des cromatograficas padronizadas na tabela 4 [contendo HFBA
0,1% (v/v)]. Coluna XBridge™ BEH130 Csg (2,1X100mm; 3,5um); fluxo utilizado de 0,2 mL/min.
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4.3.2 Analise de espectrometria de massas de alta resolugdo

Diversos pardmetros foram alterados a fim de obtermos um método Unico que
possibilitasse a analise dos diferentes metabdlitos em estudo. Para as andlises de
MS/MS basicamente dois modos de aquisicao foram testados no software oToFControl
(Bruker Daltonics): o0 Auto MS/MS e o bbCID.

No modo Auto MS/MS as andlises de MS e MS/MS foram realizadas
separadamente. No modo auto MS/MS, ap0s a aquisicdo do espectro de MS, apenas 0s
ions mais intensos foram selecionados para a fragmentacdo (cinco ions mais intensos).
Esse método permitiu a identificacdo de diversos metabdlitos nas amostras bioldgicas,
porém ndo possibilitou a geracdo eficiente de ions fragmentos ao realizar o MS/MS.
Como alternativa, o método de bbCID foi utilizado. Nesse método as anélises de MS e
MS/MS foram realizadas praticamente de modo simultdneo (durante 1 segundo de
analise era realizado 0,5 segundo de anélise de MS e 0,5 segundo de analise MS/MS,
que se alternavam); desse modo nao foi preciso selecionar ions precursores mais
abundantes e nem definir um limiar de sele¢do de ions, uma vez que todos os ions eram
submetidos a fragmentacdo na camara de colisdo durante a realizacdo da analise de
MS/MS. Uma vez que os espectros de MS e MS/MS foram adquiridos constantemente
em todos os picos cromatograficos, houve menor perda de informacbes espectrais
importantes. Esse método possibilitou a deteccdo de uma grande quantidade de ions
fragmentos nas analises das amostras biologicas e foi definido como método de

aquisicao padréo.

4.4 Construcao da biblioteca de metabdlitos utilizando-se padrdes sintéticos

Apds a determinacdo das condicBes de analise foi necessario a construcdo de
uma biblioteca de metabolitos através da utilizacdo de padrbes sintéticos, contendo
aminoacidos, aminas biogénicas, nucleotideos, nucleosideos, bases nitrogenadas,
neurotransmissores, acidos organicos, entre outros, para que 0s compostos de interesse
nas amostras bioldgicas fossem identificados. Esses compostos foram selecionados para
compor a biblioteca por fazerem parte das principais rotas metabolicas relacionadas ao
sistema nervoso de insetos em geral. Além disso, muitos compostos presentes na
biblioteca s&o neurotransmissores, neuromoduladores ou metabdlitos utilizados na
sintese bioldgica desses compostos. Para a construcdo da biblioteca foram utilizados os

algoritmos QuantAnalysis v2.1 (Bruker Daltonics) e o Data Analysis v4.1 (Bruker
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Daltonics). O algoritmo utilizado para a comparacdo dos dados da biblioteca com as
amostras bioldgicas foi o TargetAnalysis v1.3 (Bruker Daltonics).

O conjunto de dados que compBem a biblioteca de metabdlitos foi transferido
para o Microsoft Excel v.14 (Microsoft 2010) para o armazenamento em formato “.csv”,
no qual cada linha do arquivo contém valores dos seguintes parametros: nome do
composto, relacdo massa/carga das respectivas moléculas protonadas, tempo de
retencdo, férmula molecular, ions-fragmento (de 1 a 3). A tabela 6 mostra todos os
padrdes de baixas massas moleculares que compdem a biblioteca de metabdlitos. As
curvas de calibragdo para os diferentes compostos da biblioteca encontram-se no Anexo
l.

Tabela 6. Relagdo dos padrdes utilizados para a constru¢do da biblioteca de metabdlitos, com seus
respectivos valores de m/z na forma [M+H]*, o tempo de retengdo em minutos (RT) para cada composto,
a formula molecular, e os principais ions-fragmento (Q1, Q2, Q3).

fons-Fragmento

Nome do Composto m/z @ Formula Molecular Q1 (m/z) Q2(m/z) Q3 (m/z
1,3-Diaminopropano 75.0843 | 12.0 CsH1oN2 58.06

2-Feniletilamina 121.0891 | 21.0 CsHuN 105.06 91.05

Ac. Ascorbico 177.0320 | 1.4 CeHsOs 141.01

Ac. Aspartico 134.0448 | 2.1 C4sH7NO4 116.03 117.03

Ac. Caféico 181.0422 | 12.8 CoHsO4 163.04 135.04

Ac. Cistéico 170.0044 | 1.0 CsH7NOsS 124.00 339.01

Ac. Glutamico 148.0604 | 2.8 CsHgNO4 130.05 102.05 84.04

Ac. 3,4-di-hidroxifenilacético | 169.0422 | 9.0 CgHgO4 123.04

Ac. 4-Hidroxifenilacético 153.0473 | 6.0 CgHgO3 135.03 152.05

Ac. 5-Hidroxiindolacético 192.0582 | 11.5 C10HgNO3 146.06 174.06

Ac. Indolacético 176.0633 | 23.0 C10HoNO> 130.06 158.87

Ac. Cainico 214.1001 | 14.5 C1oH15sNO4 196.09 168.10 150.09
Ac. Maléico 117.0109 | 1.5 C4H404 99.01 134.04

Adenosina Difosfato 428.0294 | 15 C10H15N5010P2 348.07 136.06

Adenina 136.0618 | 7.3 CsHsNs 119.04

Adenosina Monof. Ciclica 330.0525 | 3.0 C10H12N506P 136.06 177.06

Adenosina 5-Monofosfato 348.0704 | 15 C10H14Ns07P 250.09

Adenosina 268.0967 | 3.6 C10H13N504 136.06 136.06

Alanina 90.0550 | 3.0 CsH7NO;

Arginina 175.1190 | 10.0 CeH14N4O; 158.09 129.11 116.07
Asparagina 133.0608 | 2.0 C4HsN203 116.03 88.04

Betaina 117.0784 | 2.0 CsH1oNO> 235.16

Cadaverina 103.1230 | 13.2 CsHuN; 86.09

Citosina 112.0432 | 45 C4sHsN30 95.02
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Dopamina 154.0789 | 10.5 CsH11NO> 137.06 123.04

Epinefrina 184.0895 | 7.0 CoH13NOs 166.09 135.08
Espermidina 146.1652 | 22.0 C7H19N3 129.14

Espermina 203.2230 | 27.6 CioH26N4 129.14

Fenilalanina 166.0859 | 17.6 CgH1:NO> 120.08 149.06

GABA 104.0706 | 4.5 C4sH9NO2 87.04 58.07

Glicina 76.0393 | 2.0 C2HsNO;

Glicose 181.0707 | 1.1 CsH1206 185.05 187.09 149.02
Glutamina 147.0764 | 2.3 CsH10N203 130.05 101.07 84.04
Guanina 152.0567 | 6.0 CsHsNsO 135.03

Guanosina 284.0989 | 7.0 C10H13Ns0s 152.05 135.03

Guanosina Difosfato 444.0243 | 15 Ci10H15N5011P> 152.05

Guanosina Monofosfato 364.0653 | 1.5 C10H14N50gP 152.05

Guanosina Trifosfato 523.9906 | 2.5 C10H16N5014P3 284.00 265.10 485.55
Hidroxitripargina 288.1746 | 23.5 C15H21Ns0

Histamina 112.0869 | 13.5 CsHoN3 95.06

Histidina 156.0694 | 7.0 CsHoN302 139.06 95.06 81.05
Hidroxiprolina 132.0655 | 1.8 CsHoNO3 86.06

Isoleucina 132.1019 | 14 CeH13NO; 102.06 86.10

Leucina 132.1019 | 145 CeH13NO; 86.09 89.00

Lisina 147.1055 | 8.5 CeH14N20; 130.08 84.09

Manose 181.0633 | 1.2 CsH1206 185.05 149.02 167.09
Metionina 150.0510 | 10.5 CsH1NO>S 102.06 133.03 104.05
Nicotina 163.1156 | 16.0 Ci1oH14N> 132.08 120.09 106.07
Octapamina 154.0863 | 7.0 CsH1NO> 136.07 119.04
Polibiosideo 302.1273 | 5.0 C12H19N306

Prolina 116.0706 | 3.0 CsHgNO>

Putrescina 89.1073 | 12.0 CsH12N; 72.08

Sacarose 343.1162 | 1.5 C1oH2011 347.09 329.09

Serina 106.0499 | 2.0 CsH/NOs 88.04 60.04

Serotonina 177.0949 | 15.0 C10H12N20 160.07 159.09 146.06
Taurina 126.0219 | 1.2 C2H7NOsS

Timina 127.0429 | 3.0 CsHgN202 110.10

Tiramina 138.0840 | 13.0 CgHuNO 121.06 107.05

Tirosina 182.0738 | 13.0 CoH1:NO3 165.06 164.07 136.08
Treonina 120.0582 | 13.0 CsHgNO3 103.04 85.04

Tripargina 272.1796 | 31.0 CisH21Ns 213.14 255.16 196.11
Triptofano 205.0898 | 21.5 C11H12N202 188.07 159.09

Uracila 113.0346 | 1.5 C4HaN202 113.03 95.01

Uridina 325.0431| 15 CoH13N20gP 227.06 213.01 195.01
Valina 118.0863 | 8.75 CsH1:NO; 101.06 100.08 74.02
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Os valores dos coeficientes angulares das curvas de calibracbes para a
quantificacdo dos diferentes compostos, obtidos através do QuantAnalysis v2.1 (Bruker
Daltonics) foram transferidos para planilhas Microsoft Excel v.14 (Microsoft 2010), e
podem ser visualizados na tabela 7. Considerando-se a equacdo da reta dada por: y =
ax+b, no qual oy € o valor da area de um composto especifico no cromatograma de ion
extraido; a é o coeficiente angular da reta; x € a concentracdo do analito de interesse
(expresso em ug); b é o coeficiente linear, que em todos os casos foi igual a zero, pois

todas as retas passam pela origem na curva de calibragéo.

Tabela 7. Tabela contendo os coeficientes de correlagdo das curvas de calibragdo, e os valores de
coeficientes angulares das curvas de calibracdo para os diferentes compostos da biblioteca.

Coeficiente
Nome do Composto R? angular da reta
a

' 1,3-Diaminopropano ~~ 0.9973 8222322
2-Feniletilamina 0.9668 4683414.31
Ac. 3,4-di-hidroxifenilacético ~ 0.9996 130014.14
Ac. indolacético 0.9992 4317545.72
Ac. 4-Hidroxifenilacético 0.9987 7476686.78
Ac. 5-Hidroxiindolacético 0.9999 4730558.57
Ac. Ascorbico 0.9982 1871596.34
Ac. Aspartico 0.9984 4099741.42
Ac. Caféico 0.9995 338729.54
Ac. Cainico 0.9991 16834174.30
Ac. Cistéico 0.9995 1584874.19
Ac. Glutamico 0.9975 3009591.88
Ac. Maléico 0.9997 45232.23
Adenina 0.9991 24755875.19
Adenosina 0.9994 2861324.89
Adenosina 5-Monofosfato 0.9998 20175839.79
Adenosina Difosfato 0.9994 3714042.35
Adenosina Monof. Ciclica 0.9998 21477023.48
Alanina 0.9984 120756.47
Arginina 0.9998 10196039.16
Asparagina 0.9993 1340524.52
Betaina 0.9998 3659253.11
Cadaverina 0.9998 1449831.63
Citosina 0.9976 8182604.72
Dopamina 0.9990 1989662.61
Epinefrina 0.9981 414770.91
Espermidina 0.9995 14393524.67
Espermina 0.9885 11131481.51
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Fenilalanina 0.9983 18562930.91
GABA 0.9992 4436602.98
Glicina 0.9973 18741.74
Glicose 0.9740 895738.14
Glutamina 0.9978 3593696.32
Guanina 0.9998 9385739.76
Guanosina 0.9970 4567735.11
Guanosina Difosfato 0.9981 292449.24
Guanosina Monofosfato 0.9993 3011202.67
guanosina Trifosfato 0.9990 93158.47
Hidroxitripargina 0.9984 8687272.20
Hidroxiprolina 0.9990 10919598.72
Histamina 0.9981 11083225.69
Histidina 0.9985 20452959.31
Isoleucina 0.9982 16387326.50
Leucina 0.9997 11657272.49
Lisina 0.9921 13825543.75
Manose 0.9995 1159916.51
Metionina 0.9983 11500345.69
Nicotina 0.9898 55381453.46
Octapamina 0.9855 4372695.52
Polibiosideo 0.9944 24471717.20
Prolina 0.9898 9403381.00
Putrescina 0.9277 3139009.75
Sacarose 0.9990 70871.00
Serina 0.9983 373927.23
Serotonina 0.9998 12117367.34
Taurina 0.9973 2925078.95
Timina 0.9992 11452731.30
Tiramina 0.9977 5883375.68
Tirosina 0.9906 8228519.55
Treonina 0.9996 662480.58
tripargina 0.9978 10412243.63
Triptofano 0.9996 10579447.55
Uracila 0.9992 1856194.73
Uridina 0.9935 3724146.35
Valina 0.9950 3981603.45

A partir do momento em que a metodologia de analise foi padronizada, a
biblioteca foi construida e as curvas de calibracdo para os diferentes compostos foram

calculadas, iniciou-se a identificacdo dos metabdlitos do cérebro de abelhas A. mellifera.
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4.4.1 Compostos identificados
A figura 5 mostra o cromatograma de pico base (BPC — monitora o pico mais
intenso em cada espectro) para o grupo controle.
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Figura 5. Cromatograma de pico base (BPC) obtidos a partir de 10ug do extrato de cérebros de abelhas
A. mellifera (grupo controle) por IPC-RP-LCMS [coluna XBridge™ BEH130 Cis (2,1x100mm; 3,5um),
utilizando-se as fases mdveis (A) H2O contendo HFBA 0,1% (v/v), e (B) MeCN contendo HFBA 0,1%
(v/v); gradiente de 2 a 95% de B em 90 minutos, com fluxo de 0,2 mL/min].

Os compostos identificados nas analises (feitas em duplicata bioldgica)
Controle 1 e Controle 2 podem ser visualizados na tabela 8, em conjunto com o0s
escores das identificagcOes, os valores de retencdo observado e esperado para cada
composto sob andlise, os valores de m/z observados e esperados das respectivas
moléculas protonadas, a area dos picos cromatograficos, os ions-fragmento observados
para cada composto na analise MS/MS e os valores de concentracbes dos

compostos/cérebro.
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Tabela 8. Compostos identificados no cérebro de abelhas A. mellifera (Controle 1 e Controle 2) por LC-ESI-MS e MS? a partir da comparagdo com a biblioteca de
metabolitos [Escore — Escore da identificacdo (de acordo com a tabela 2); RT meas. — tempo de retengdo medido experimentalmente (em minutos); RT esp. — tempo de
retencdo esperado para 0 composto (em minutos); d RT — variagcdo no tempo de retencdo (em minutos); m/z calc. — m/z tedrico; m/z meas. — m/z medido experimentalmente;
ng/cérebro — valor resultante da média entre Controle 1 e Controle 2; Desvio Padrao — calculado a partir dos valores das concentragc@es do composto por cérebro obtidos no
Controle 1 e Controle 2; Q1, Q2 e Q3 — ions-fragmento considerados para a biblioteca (de acordo com a tabela 5); Area — média das areas cromatogréficas, expressa em
unidades arbitrarias, obtidas para 0 mesmo composto no Controle 1 e Controle 2].

lons Fragmento Area

Nome do Composto Férmula Molecular Escore RT meas.[min] RT esp.[min] dRT [min] m/zcalc. m/z meas. Err ng/cérebro  Desvio Padréo

Ac. Aspartico C4H7N10O4 ++++ 2.1 2.1 -0.00 134.0448  134.0445 -0.3 Q1 15695.16 130,9 0.028
Ac. Glutamico C5H9N10O4 ++++ 24 2.8 0.42 148.0604 148.0605 0.1 Q1/Q2/Q3 167047.77 1803,0 0.273
Adenina C5H5N5 +++ 6.9 7.3 0.36 136.0618  136.0607 -1.1 Q1 6399 12,4 0.007
Adenosina- 5- CI0HI4NSO7P1  ++++ 15 15 -0.02 348.0704  348.0699 05 Q1 52137.15 72,4 0.004
Monofosfato

Alanina C3H7N10O2 ++ 3.1 3.0 -0.11 90.0550 90.0543 0.6 993 354,1 0.164
Arginina C6H14N402 +++ 9.6 10.0 0.38 175.1190 175.1162 2.8 Q1/Q2/Q3 503917.16 1433,3 0.001
Asparagina C4H8N203 ++++ 1.9 2.0 0.09 133.0608  133.0587 2.0 Q1/Q2 2705 68,2 0.014
Cadaverina C5H14N2 ++++ 12.8 13.2 0.45 103.1230  103.1243 -1.3 Q1 1086 15,4 0.009
Espermina C10H26 N4 ++ 27.2 27.6 0.37 203.2230  203.2323 9.3 1729.8 3,0 0.002
GABA C4HI9N1O2 ++ 3.9 45 0.56 104.0706  104.0724 -1.8 2093 22,8 0.013
Glicina C2H5N102 ++ 1.3 2.0 0.1 76.0393 76.0465 7.2 961.64 1456,5 0.044
Glicose C6H1206 ++++ 1.2 11 -0.13 181.0707 181.0719 12 Q1/Q2/Q3 14881.48 481,8 0.001
Glutamina C5H10N203 ++++ 2.0 2.3 0.26 147.0764  147.0764 0.0 Q1/Q2/Q3 158483 1511,5 0.329
Guanina C5H5N501 +++ 6.4 6.0 -0.36 152.0567  152.0560 0.7 Q1 13784.25 50,3 0.011
Guanosina C10H13N505 +++ 6.9 7.0 0.06 284.0989  284.0987 -0.2 Q1/Q2 5450.14 41,5 0.010
Guanosina Monofosfato C10H14N508P1 +++ 15 15 -0.03 364.0653  364.0637 -1.6 Q1 2472 26,9 0.004
Histamina C5H9N3 ++ 12.9 185 0.57 112.0869 112.0872 -0.3 2133.02 4,8 0.001
Hidroxiprolina C5H9N103 ++ 1.8 1.8 -0.02 132.0655  132.0654 -0.2 1003.54 6,7 0.006
Isoleucina C6H13N102 ++++ 13.9 14.0 0.06 132.1019 132.1017 -0.2 Q2 155311 267,2 0.011
Leucina C6H13N102 ++++ 14.4 14.5 0.12 132.1019 132.1017 -0.2 Q1 155311 375,6 0.015
Octapamina C8H11IN10O2 +++ 74 7.0 -0.41 154.0863 154.0966 -10.3 Q1/Q2 15197.27 105,2 0.006
Prolina C5HO9N102 +++ 2.8 3.0 0.22 116.0706  116.0703 -0.3 13420.32 58,6 0.024
Putrescina C4HI12N2 +++ 11.7 12.0 0.29 89.1073 89.1095 2.1 Q1 1930.58 15,7 0.003
Taurina C2H7N103S1 ++ 1.2 1.2 -0.02 126.0219  126.0218 0.1 11046 105,9 0.005
Uracila C4H4N202 +++ 13 15 0.16 113.0346  113.0269 7.6 Q1 2274 35,5 0.001
Uridina C9H13N209P1 +++ 11 15 0.43 325.0431  325.0451 -2.0 Q1/Q2/Q3 1068 11,2 0.004
Valina C5H11N102 ++ 8.7 8.8 0.01 118.0863  118.0865 -0.3 3257 31,8 0.011
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A figura 6 mostra o cromatograma BPC para o grupo REP.
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Figura 6. Cromatograma de pico base (BPC) obtidos a partir de 10ug do extrato de cérebros de abelhas
A. mellifera (grupo REP) por IPC-RP-LCMS [coluna XBridge™ BEH130 Cis (2,1x100mm; 3,5um),
utilizando as fases moveis (A) H.O/HFBA 0,1% (4cido heptafluorobutirico), e (B) MeCN/HFBA 0,1%;
gradiente de 2 a 95% de B em 90 minutos, com fluxo de 0,2 mL/min].

Os compostos identificados nas andlises (feitas em duplicata) dos grupos
experimentais REP 1 e REP 2 podem ser visualizados na tabela 9, em conjunto com os
escores das identificacGes, os valores de retencdo observado e esperado para cada
composto sob anélise, os valores de m/z observados e esperados das moléculas
protonadas, a area dos picos cromatograficos, os ions-fragmento observados para cada
composto nos espectros MS/MS, e os valores de concentragdes dos compostos/cérebro.
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Tabela 9. Compostos identificados no cérebro de abelhas A. mellifera (REP 1 e REP 2) por LC-ESI-MS e MS? a partir da comparacdo com a biblioteca de metabdlitos
[Escore — Escore da identificagdo (de acordo com a tabela 2); RT meas.— tempo de retencdo medido experimentalmente (em minutos); RT esp. — tempo de retengdo esperado
para o composto (em minutos); d RT — varia¢do no tempo de reten¢éo (em minutos); m/z calc. — m/z te6rico; m/z meas. — m/z medido experimentalmente; ng/cérebro — valor
resultante da média entre REP 1 e REP 2; Desvio Padréo — calculado a partir dos valores das concentragdes do composto por cérebro obtidos em REP 1 e REP 2; Q1, Q2 e
Q3 — fons-fragmento considerados para a biblioteca (de acordo com a tabela 5); Area — média das areas cromatograficas, expressa em unidades arbitrarias, obtidas para o

mesmo composto em REP 1 e REP2].

Nome do Composto

Foérmula Molecular

Escore

RT meas.[min]

RT esp.[min]

d RT [min]

m/z calc.

m/z meas.

Err

lon Fragmento

Area

ng/cérebro

Desvio Padrao

Ac. Aspartico C4H7N1O4 ++++ 2.2 21 -0.06 134.0448 134.0428 -2.0 Q1 14759.46 126,3 0.036
Ac. Glutamico C5H9N10O4 ++++ 2.9 2.8 -0.10 148.0604 148.0601 -0.3 Q1/Q2/Q3 238843.13 1954,7 0.309
Adenina C5H5N5 +++ 7.1 7.3 021 136.0618 136.06 1.7 Q1 6580.41 13,0 0.006
Adenosina-5- C10H14N507P1 +H++ 15 1.5 -0.03 348.0704 348.0715 1.2 Q1 114682 24,5 0.039
Monofosfato

Alanina C3H7N10O2 ++ 3.1 3.0 -0.10 90.055 90.0551 -0.1 4609.38 991,0 0.377
Arginina C6H14N402 ++++ 9.0 10.0 1.00 175.119 175.1183 -0.6 Q1/Q2/Q3 520985 11721 0.001
Asparagina C4H8N203 ++++ 1.9 2.0 0.11 133.0608 133.0592 1.6 Q1/Q2 4659 125,6 0.016
Fenilalanina C9H11N10O2 ++ 175 175 0.06 166.0859 166.0863 -0.4 30100.1 37,3 0.001
Betaina C5HI0N1O2 ++++ 2.6 2.0 -0.56 117.0784 117.0734 5.0 Q1 3347 34,4 0.001
Espermidina C7H19N3 ++ 22.1 22.0 -0.09 146.1652 146.1631 21 889 1,7 0.001
GABA C4HI9N1O2 +++ 3.9 45 0.56 104.0706 104.0703 0.3 Q1 5614 33,4 0.006
Glicina C2H5N102 ++ 2.2 2.0 -0.19 76.0393 76.0383 1.0 1431 1511,8 0.573
Glutamina C5H1I0N203 ++++ 2.0 23 0.27 147.0764 147.0763 0.1 Q1/Q2/Q3 265062.33 1811,2 0.258
Guanina C5H5N501 +++ 6.0 6.0 -0.04 152.0567 152.0577 1.0 Q1 10834.99 41,8 0.007
Guanosina C10H13N505 ++++ 6.3 7.0 0.73 284.0989 284.1025 -3.6 Q1/Q2 7405.12 46,1 0.002
Guanosina Monofosfato C10H14N508P1 ++++ 15 15 -0.04 364.0653 364.0596 57 Q1 6285.1 54,9 0.002
Histamina C5H9N3 ++ 13.2 135 0.28 112.0869 112.0852 -1.7 2108.25 3,3 0.003
Hidroxiprolina C5H9N103 +4+ 1.7 1.8 0.06 132.0655 132.0645 -1.1 8181 14,0 0.009
Isoleucina C6HI3N10O2 ++++ 14.1 14.0 -0.11 132.1019 132.1015 0.4 Q1 135623.93 192,0 0.051
Leucina C6H13N102 +H++ 14.5 145 -0.00 132.1019 132.1015 -0.4 Q1/Q2 135623.9 269,9 0.071
Octapamina C8H11N1O2 ++++ 75 7.0 -0.46 154.0863 154.0958 9.5 Q1/Q2 18898.52 102,8 0.013
Prolina C5H9N102 +++ 2.6 3.0 0.43 116.0706 116.0708 0.2 63943.85 160,9 0.133
Putrescina C4HI12N2 +++ 11.9 12.0 0.13 89.1073 89.1077 -0.3 Q1 5266.35 41,4 0.008
Serina C3H7N10O3 +++ 2.0 2.0 0.02 106.0499 106.048 1.9 Q2 470 28,9 0.001
Taurina C2H7N103S1 ++ 1.2 1.2 -0.02 126.0219 126.0218 -0.1 10396 107,9 0.021
Uridina C9HI13N209P1 +4+ 1.0 15 0.48 325.0431 325.0436 -0.5 Q1/Q2/Q3 3066 15,3 0.009
Valina C5H11IN10O2 +++ 8.8 8.8 -0.09 118.0863 118.0862 -0.0 7503.57 43,9 0.021
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Os resultados obtidos revelaram alta diversidade de metabdlitos no cérebro de
abelhas A. mellifera. Dos 65 compostos presentes na biblioteca de metabdlitos foram
identificados 31 diferentes compostos. Foram identificados 23 compostos comuns aos
grupos controle e REP; em quatro desses compostos observou-se diferencas
quantitativas  estatisticamente  significantes  (arginina, asparagina, guanosina
monofosfato e putrescina). Além disso, observou-se que alguns compostos foram
identificados somente no grupo controle (cadaverina, espermina, glicose e uracila), e
outros foram identificados somente no grupo REP (fenilalanina, betaina, espermidina e

serina).

4.4.2 Andlise estatistica

Os resultados obtidos a partir do teste estatistico t de Student podem ser
visualizados na tabela 10. Ja na figura 7, podemos observar a comparacdo do perfil
global de metabolitos identificados nos grupos controle (azul) e REP (vermelho).
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Tabela 10. Resultado do teste estatistico t de Student. para a comparagdo entre os resultados dos grupos
controle e REP. Foram considerados estatisticamente significantes os valores de p<0,05 (Valores

assinalados com *).

Nome do Composto
Ac. Aspartico

Ac. Glutamico
Adenina

Adenosina 5-
Monofosfato
Alanina

Arginina
Asparagina
Cadaverina
Espermina
Fenilalanina
Betaina
Espermidina
GABA
Glicina
Glicose
Glutamina
Guanina
Guanosina
Guanosina Monofosfato
Histamina

Hidroxiprolina

Isoleucina
Leucina
Octapamina
Prolina
Putrescina
Serina
Taurina
Uracila
Uridina
Valina

ng/cérebro ng/cérebro ng/cérebro ng/cérebro
(Controle 1) (Controle 2) (REPY1) (REP2) Teste t
111,0 150,7 151,7 100,9 0.4507
1609,6 1996,3 1736,2 2173,2 0.3277
7,5 17,3 17,2 8,8 0.4674
74,9 69,8 96,7 152,3 0.1549
238,5 469,7 724,2 1257,9 0.1081

1433,3 1434,0 1175,2 1169,0 0.0034*
58,5 77,8 136,8 114,5 0.0309*
21,7 9,1 - - -

4,5 1,5 - - _

R - 37,3 37,4 -

- - 34,5 34,4 -

- - 1,8 1,7 -
13,7 31,8 28,8 37,9 0.2183

14880 1425,1 1106,7 1916,9 0.4569
481,8 481,8 - -

1278,9 1744,1 1628,4 1994,0 0.2113
42,6 57,9 46,8 36,8 0.2337
34,6 48,4 47,2 45,0 0.3130
23,8 30,1 56,2 53,5 0.0202*
5,6 3,9 1,4 51 0.2844
2,7 10,8 7,7 20,4 0.2243
274.8 2595 156,3 227,7 0.1356
386,4 364,8 219,7 320,2 0.1356
100,8 109,7 93,8 111,9 0.4201
41,4 75,8 67,2 254,6 0.2342
17,8 13,6 35,9 46,8 0.0490*

- - 28,9 28,8

109,5 102,3 122,4 93,3 0.4580
8515 35,6 - - -
8,3 14,0 8,9 21,7 0.3176
23,7 39,9 28,8 59,0 0.2859
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m Controle
m REP

Figura 7. Comparacdo do perfil global de metabélitos identificados nos grupos controle (azul) e REP (vermelho). Foram utilizados os valores médios de concentragdo

(ng/cérebro) para a representacdo grafica. As diferencas de concentracdo estatisticamente significantes (p<0,05) foram marcadas com “*”.
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4.5 Construcao de biblioteca de metabdlitos sem a utilizacao de padrdes sintéticos

Apos o término das analises dos resultados apresentados no item 4.4, observou-
se, através da utilizacdo do banco de dados de rotas metabolicas do KEGG, que 0s
metabolitos identificados se concentravam em algumas rotas metabdlicas especificas.
Nesse processo ficou evidente a necessidade da criacdo de uma segunda biblioteca de
metabolitos, para que fosse possivel a identificagdo de metabdlitos intermediarios
presentes nessas rotas, e que ndo faziam parte da biblioteca inicial. A grande maioria
dos compostos desta biblioteca ndo estdo disponiveis comercialmente. Esses novos
compostos nao foram quantificados de modo absoluto, mas sim de modo relativo,
conforme detalhado no item 3.7.

Para a construcdo dessa biblioteca foram utilizados os algoritmos QuantAnalysis
v2.1 (Bruker Daltonics) e o Data Analysis v4.1 (Bruker Daltonics). O algoritmo
utilizado para a comparacdo dos dados da biblioteca com as amostras bioldgicas foi o
TargetAnalysis v1.3 (Bruker Daltonics). O conjunto de dados que compbem essa
biblioteca de metabolitos foram transferidos para o Microsoft Excel v.14 (Microsoft
2010) para o armazenamento em formato “.csv”, no qual cada linha do arquivo contém
valores dos seguintes parametros: nome do composto, m/z das moléculas protonadas e
férmula molecular. A tabela 11 mostra todos os metabdlitos que compfem essa
biblioteca.

Os compostos identificados nos grupos “controle” (Controle 1 e Controle 2), a
partir da utilizacdo da biblioteca metabolémica criada sem padrdes sintéticos, pode ser
visualizado na tabela 12. Os resultados obtidos nas analises da duplicata biologica dos
grupos experimentais REP 1 e REP 2 podem ser visualizados na tabela 13, em conjunto
com os escores das identificacdes, os valores de retencdo observado para cada composto
sob andlise, os valores de m/z observados e esperados das respectivas molécula

protonada, a area dos picos cromatograficos.
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Tabela 11. Metabélitos que compdem a biblioteca construida sem a utilizacdo de padrdes sintéticos, com
suas respectivas férmulas moleculares e valores de m/z na forma [M+H]*

Nome do Composto F. Molecular m/z
1-Pirrolina-5-carboxilato CsH7/NO; 114.0550
2-Aminoacrilato C3HsNO; 88.0393
2-Oxoarginina CsH11N3O3 174.0873
2-Oxoglutarato CsHeOs 147.0288
3-Sulfino-L-alanina C3H7NO.S 154.0169
4-Aminobutanal C4sH9NO 88.0756
4-Guanidinobutanal CsH11N3O 130.0975
4-Guanidinobutanamida CsH12N4O 145.1084
4-Guanidinobutanoato CsH11N30O; 146.0924
5,6-Dihidrouracil CsHsN202 115.0502
Acetilcolina C7H1NO> 147.1253
Agmatina CsH14N4 131.1291
Aminopropilcadaverina CgH21N3 160.1735
Carbamoil fosfato (Carbamoil-P) CH4NOsP 141.9899
Carboxinorspermidina C7H17N30; 176.1394
Carboxispermidina CsH19N30; 190.1550
Colina CsH14NO 105.1148
Citrato CeHsO7 193.0342
Citrullina CesH13N303 176.1029
Creatina C4HgN30, 132.0767
Cisteamina C2H7/NS 78.0299
Fumarato C4H404 117.0182
Glutationa C10H17N306S 308.0910
Hypotaurina C2H7NO.S 110.0270
L-Argininosuccinato C10H18N4Os 291.1299
L-Aspartate 4-semialdeido C4H7NO3 118.0499
L-Cistationina C7H14N204S 223.0747
L-Cisteato C3H7NOsS 170.0117
L-Cisteina C3H7/NO,S 122.0197
L-Cysteinilglicina CsH10N203S 179.0485
L-Glutamato 5-semialdeido CsH9NO3 132.0655
L-Homocisteina C4HoNO,S 136.0427
N-Acetil-L-citrulina CsH15N304 218.1135
N-Acetil-L-glutamato C7H11NOs 190.0710
N-Acetil-L-glutamato 5-semialdeido C7H11NO4 174.0761
N-Acetil-L-glutamyl 5-fosfato C7H12NOgP 270.0373
N-Acetilornitina C7H14N203 175.1077
Noradrenalina CsH11NO3 170.0811
Norspermidina CeH17Ns 132.1495
Ornitina CsH12N-0, 133.0971
Oxaloacetato C4H40s 133.0131
Piruvato C3H403 89.0233
Sarcosina C3H7NO; 90.0549
Succinato C4H6O4 119.0338
Succinato semialdeido C4HsO3 103.0390
Uridina monofosfato CoH13N204P 325.0431
B-Aminopropion aldeido C3H/NO 74.0638
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Tabela 12. Compostos identificados no cérebro de abelhas A. mellifera (Controle 1 e Controle 2) por LC-ESI-MS e MS? a partir da comparagdo com a biblioteca de
metabolitos criada sem a utilizacdo de padrdes sintéticos [Escore — Escore da identificagdo (de acordo com a tabela 3); RT meas. — tempo de retencdo medido
experimentalmente (em minutos); m/z calc. — m/z te6rico; m/z meas. — m/z medido experimentalmente; Area — média das areas cromatogréficas, expressa em unidades
arbitrarias, obtidas para 0 mesmo composto no Controle 1 e Controle 2]; Desvio Padrdo — calculado a partir dos valores de média das areas cromatograficas obtidas em
Controle 1 e Controle 2.

Nome do Composto Formula Molecular Escore RT meas. [min.] mSigma  m/z calc. m/z meas.  Err [mDa] Area Desvio Padréo
Acetilcolina C7H16NO2 + 6.6 312.8 147.1254 147.1224 -3.0 22180.1 6065.3
L-Argininosuccinate C10H18N406 + 1.6 431 291.1299 291.1301 -0.2 15535.72 7676.4
3-Sulfino-L-alanine C3H7NO4S T 2.6 16.7 154.0169 154.0249 8.0 37907.4 2629.8
Succinato C4H604 + 34.8 551 119.0339 119.0302 -3.6 4885.03 3106.4
L-Homocisteine C4HINO2S + 8.8 29.9 136.0427 136.0435 0.8 52599.8 3108.6
L-Cisteinilglicina C5H10N203S + 222 60.3 179.0485 179.0575 8.0 18164.18 710.1
4-Guanidinobutanal C5H11N30 + 6.6 162.7 130.0975 130.0959 1.6 6664.5 376.4
4-Guanidinobutanoato C5H11N302 + 1.6 90.2 146.0924 146.0910 -14 1791.33 6.4
Ornitina C5H12N202 W 14 26.6 133.0972 133.0970 0.1 12753.11 518.9
L-Glutamate 5-semialdeido C5HINO3 + 1.7 70.1 132.0655 132.0645 -11 2766.615 1806.5
Citrulina C6H13N303 + 8.8 354 176.1030 176.1030 0.0 43288.435 258.0
N-Acetil-L-glutamato 5-semialdeide C7H11NO4 + 15 220.5 174.0761 174.0765 -0.4 3698.725 622.9
N-Acetil-L-glutamato C7H11NO5 i 15 68.7 190.0710 190.0711 0.1 14783.275 997.6
N-Acetilornitina C7H14N203 + 8.7 2.8 175.1077 175.1078 -0.1 495881.095 49324
Carboxinorspermidina C7H17N302 + 8.8 36.8 176.1394 176.1407 -1.3 42954.725 2831.6

Noradrenalina C8H11NO3

+

50.6 222.6 170.0812 170.0906 9.4 100389.92 65668.1
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Tabela 13. Compostos identificados no cérebro de abelhas A. mellifera (REP 1 e REP 2) por LC-ESI-MS e MS? a partir da comparagéo com a biblioteca de metabdlitos
[Escore — Escore da identificacdo (de acordo com a tabela 2); RT meas. — tempo de retencdo medido experimentalmente (em minutos); RT esp. — tempo de retencéo
esperado para 0 composto (em minutos); d RT — variagdo no tempo de retencdo (em minutos); m/z calc. — m/z tedrico; m/z meas. — m/z medido experimentalmente; Area —
média das areas cromatograficas. expressa em unidades arbitrarias. obtidas para 0 mesmo composto em REP 1 e REP2]; Desvio Padréo — calculado a partir dos valores de
média das areas cromatograficas obtidas em REP 1 e REP 2.

Nome do Composto Formula Molecular Escore RT exp. [min.] mSigma m/zcalc. m/z meas. Desvio Padrio
Acetilcolina C7H16NO2 + 6.6 6.7 147.1254  147.1207 -4.7 43231.62 18448.1
L-Argininosuccinate C10H18N406 + 16 90.6  291.1299  291.1308 0.9 38427.37 8137.3
3-Sulfino-L-alanine C3H7NO4S + 26 213  154.0169  154.0239 7 40821.16 11965.2
Succinato C4H604 + 34.8 5511  119.0339  119.0314 2.4 2256.59 348.9
Creatina C4HIN302 + 17 68.7  132.0768  132.0768 0.0 5876.01 3336.8
L-Homocisteine C4HINO2S + 8.8 293  136.0427  136.0443 16 55824.51 1871.6
L-Cisteinilglicina C5H10N203S + 22.2 57.3  179.0485  179.0570 8.5 19775.18 27935
4-Guanidinobutanal C5H11N30 + 6.6 91.1  130.0975  130.0973 0.2 10244.36 3240.9
4-Guanidinobutanoato C5H11N302 + 1.6 88.6  146.0924  146.0910 -14 3194.1 304.5
Ornitina C5H12N202 + 14 316.7  133.0972  133.0971 -01 9890.28 1653.1
L-Glutamate 5-semialdeido C5H9NO3 + 17 66.5 132.0655  132.0645 -11 5881.47 3322.7
Citrulina C6H13N303 + 8.8 367  176.1030  176.1028 -0.2 46372.72 1440.3
N-Acetil-L-glutamato C7H11NO5 + 15 281  190.0710  190.0706 -1.9 15530.28 174.7
N-Acetilornitina C7H14N203 + 8.7 3.9 1751077  175.1075 0.2 544042.81 36100.9
Carboxinorspermidina C7H17N302 + 8.8 273  176.1394  176.1387 0.6 42898.87 5957.0
Noradrenalina C8H11NO3 + 50.6 339.5  170.0812  170.0837 2.5 37174.44 32403.5
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Dos 47 metabdlitos presentes na segunda biblioteca metabolémica, 17 foram
identificados, sendo que 15 compostos sdo comuns a ambos 0s grupos (REP e controle).
A creatina foi identificada apenas no grupo REP; o N-acetil-L-glutamato 5-semialdeido
foi encontrado apenas no grupo controle. Dos metabdlitos comuns a ambos 0s grupos
experimentais, apenas o 4-guanidinobutanoato foi encontrado com diferencas “semi-
quantitativas” estatisticamente significantes. Os resultados estatisticos obtidos a partir
da aplicagdo do teste estatistico t de Student para os metabdlitos identificados podem ser
visualizados na tabela 14. Na figura 8 pode-se visualizar a comparacdo do perfil global

de metabdlitos identificados nos grupos controle (azul) e REP (vermelho).

Tabelal4d. Resultado do teste estatistico t de Student, para os compostos identificados a partir da
biblioteca criada sem a utilizacdo de padrdes comerciais. Foram considerados estatisticamente
significantes os valores de p<0,05 (valores assinalados com *).

Nome do Composto Area Area Area Area Test T
Cromatogréfica | Cromatografica Cromatogréafica| Cromatografica
(Controle 1) (Controle 2) (REP 1) (=)

Acetilcolina 17891.29 26468.91 30186.85 56276.39 0.168
L-Argininosuccinate 10107.7 20963.75 44181.32 32673.42 0.051
3-Sulfino-L-alanine 39766.93 36047.87 32360.50 49281.82 0.395
Succinato 7081.62 2688.44 2503.27 2009.91 0.221
Creatina - - 3516.52 8235.49 -
L-Homocisteine 50401.7 54797.9 57147.91 54501.12 0.179
L-Cisteinilglicina 17662.05 18666.31 21750.47 17799.89 0.281
4-Guanidinobutanal 6398.37 6930.63 7952.68 12536.03 0.180
4-Guanidinobutanoato 1786.77 1795.89 3409.39 2978.76 0.048*
Ornitina 13120.05 12386.17 8721.34 11059.22 0.112
L-Glutamate 5-semialdeido 1489.25 4043.98 3532 8230.94 0.197
Citrulina 43106.03 43470.84 45354.29 47391.15 0.097
N-Acetil-L-glutamato 5-

semialdeido 3258.3 4139.15 - - -
N-Acetil-L-glutamato 14077.9 15488.65 15653.83 15406.72 | 0.239
N-Acetilornitina 492393.38 499368.81 518515.65 569569.97 | 0.153
Carboxinorspermidina 40952.47 44956.98 38686.60 4711113 | 0.496
Noradrenalina 146824.27 53955.57 60087.2 14261.68 0.192
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Figura 8. Comparacdo do perfil global de metabdlitos identificados nos grupos controle (azul) e REP (vermelho). através da utilizagcdo da biblioteca criada sem padréo
sintético. Foram utilizados os valores médios de area para a representacdo grafica. As diferengas de concentragdo estatisticamente significantes (p<0.05) foram marcadas com
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Alguns compostos tais como a serotonina, a dopamina e a tiramina ja foram
descritos para A. mellifera (BICKER, 1999; GAUTHIER e GRUNEWALD, 2012), mas
ndo foram identificados pela técnica de LC-ESI aplicada no presente trabalho. A ndo
deteccdo de alguns compostos pode ser explicada por algumas razdes técnico-
bioldgicas: a extracdo de amostra pode néo ter favorecido a extracdo destes compostos;
alguns compostos podem ter sofrido degradacdo durante o processo de preparagdo de
amostra, uma vez que nesse processo 0s compartimentos celulares s&o rompidos (as
enzimas entram em contato com seu substratos, causando a degradacdo de alguns dos
compostos sob investigacdo); alguns metabolitos podem néo ter sido encontrados, pois
ndo estavam presentes em concentracdo suficiente para serem detectados, mesmo

utilizando uma técnica de alta resolucéo.

4.6 Resultados das analises de MALDI MSI: Método de preparacdo de amostra
para MALDI MSI, distribuicdo de metabolitos no cérebro, e anélise do perfil
metabolémico

Apds a andlise do metaboloma global, utilizando a técnica de LC-ESI, foi
desenvolvida uma plataforma analitica de MALDI MSI para 0 mapeamento e estudo da
distribuicéo espacial dos metabdlitos identificados em cortes de cérebro de abelhas, para
correlagdo do comportamento ensaiado com a distribuicdo regionalizada destes
metabolitos na morfologia do cérebro. Nesse sentido, também foi desenvolvido um
protocolo experimental de analises semi-quantitativas, com o uso da técnica MSI.

Em um experimento de MALDI MSI um dos passos mais importantes € a
preparacdo de amostra, uma vez que esse processo interfere diretamente na boa
qualidade dos espectros de massa e na reprodutibilidade do experimento (SEELEY e
CAPRIOLLI, 2008).

Desde o século XIX, a anatomia e a funcdo do cérebro de abelhas tém sido
estudadas através da disseccdo do cérebro da capsula da cabeca (DUJARDIN, 1850).
Todavia, a estrutura tridimensional e a estéreo geometria é alterada por essa
manipulacéo e pela subsequente fixagcdo do cérebro fora da cabega, o que pode acarretar
na perda de informacBGes biologicas relevantes, tais como informacgdes que
correlacionem a atuacdo de um centro nervoso especifico exercendo uma determinada
funcdo (HADDAD et al., 2004; BRANDT et al.,, 2005). Nesse contexto, foi
desenvolvida uma metodologia de preparacdo de amostra que permitiu o estudo de

imageamento por espectrometria de massas do cérebro de abelha, sem que houvesse a
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necessidade de disseccdo do cérebro da capsula da cabecga. Através da ndo disseccdo do
invélucro da cabeca foi possivel manter a delimitacéo e a rigidez mecénica natural, na
qual o cérebro estd submetido in vivo, o0 que diminuiu consideravelmente a deformacgéo
do cérebro durante a preparacdo da amostra.

As seccdes histoldgicas foram obtidas no plano sagital da posicéo rostral (regido
do eixo maior da capsula cefélica), como representado na figura 9 A. O mapa de
contorno é mostrado na figura 9 B, onde é possivel observar o posicionamento do
cérebro da abelha em relacdo ao corpo do inseto, como indicado pelas flechas. A
organizacdo do cérebro de abelhas em diferentes regiGes especializadas (centros
nervosos), de acordo com a histologia do 6rgdo, como sugerido por Rybak e
colaboradores (2010) no atlas HSB digital para uma seccdo sagital, resultou em um
mapa de contorno apresentando 12 diferentes regiGes. Desse modo é possivel
observarmos uma simetria no cérebro de abelhas, considerando um eixo virtual
passando pelo Ganglio sub-esofégico (1), Corpo central (5) e pelo ocelo central (12). De
modo simétrico entre os hemisférios direito e esquerdo do cérebro temos o lobo antenal
(2), 16bula (3), medula (4), lobo B (6), lobo a (7), pedunculo (8), calice lateral (9), calice
medial (10); até mesmo os olhos compostos (11) apresentam uma distribuicao simétrica

em relacdo ao cérebro.
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Figura 9. Representacdo do plano sagital em cabecas de abelhas A. mellifera, indicando o plano de
sec¢do do cérebro (A). Vista frontal da seccdo do cérebro no plano sagital da cabeca de abelhas,
mostrando as diferentes regides do cérebro, que sdo indicadas por nimeros de 1 a 12, com suas
respectivas legendas (B). Adaptado de Pratavieira et al., 2014.

Em experimentos de MALDI MSI um dos passos mais importantes é a
deposicdo da matriz; o uso do spray por toda a superficie do corte pode ocasionar
“encharcamento” dos compartimentos histoldgicos, levando a mudanca de osmolalidade
do tecido, seguido do rompimento dos comportimentos celulares, e a consequente
deslocalizacdo das moléculas presentes na amostra. Nesse contexto, utilizamos um
processo sofisticado de deposicdo de matriz, conseguido atraves da utilizacdo de uma
“impressora quimica”. O equipamento combina a funcéo de varredura de superficie com
um algoritmo utilizado para controlar a regido especifica de deposi¢do de matriz, bem
como a quantidade de solugdo a ser depositada (a nivel de pL), que € aplicada por um

processo piezoelétrico. Além disso, esse sistema garante que 0S experimentos de



81

aquisicdo de dados de MALDI MSI sejam realizados de modo automatizado, com
elevada reprodutibilidade, mantendo intactos os compartimentos celulares. Outra
vantagem do método é o acoplamento do equipamento com o espectrdmetro de massas,
que permite a aquisicdo de uma enorme quantidade de dados em um curto espaco de
tempo (obtencdo de aproximadamente 125000 espectros/analise em 10 minutos).

A matriz utilizada para a analise dos metabolitos foi o DHB, pois essa € uma
matriz amplamente utilizada em analises MALDI-MSI de moléculas biol6gicas com
baixas massas moleculares, tais como lipideos e metabdlitos (HORN e CHAPMAN,
2014; STOYANOVSKY et al., 2014). O DHB ¢é um &cido organico fraco (pKa = 2.95)
que facilita a deteccdo e reduz a probabilidade dessas moléculas serem destruidas
durante os eventos de ionizagdo e dessor¢do (STOYANOVSKY et al., 2014). Com a
finalidade de melhorar a protonacéo dos analitos o TFA (pKa = 0.23) foi adicionado a
solucdo de DHB. O DHB exibe um espectro UV com a maxima em 355 nm, 0 que 0
torna uma matriz apropriada para analises em espectrdmetros de massa do tipo MALDI
que utilizam laser de N2, em especial os lasers centrados a 337 nm (STOYANOVSKY
etal., 2014).

Durante o processo de padronizacdo foram testadas varias concentragbes de
DHB e diferentes proporcdes de solvente a fim de se verificar em qual condicéo haveria
melhor ionizacdo dos analitos estudados. Foram testadas as seguintes solucdes de matriz
para deposicdo: (i) DHB — 50 mg/ml em solu¢do de metanol 50 % (v/v) contendo 0,1 %
(v/v) de acido trifluoroacético (adaptado de HAYASAKA et al., 2009; YE et al., 2013a;
YE et al., 2013b; HORN e CHAPMAN, 2014); (ii) DHB — 50 mg/ml em solucdo de
metanol 70 % (v/v) contendo 0,1 % (v/v) de &cido trifluoroacético (adaptado de
HAYASAKA et al., 2009; HORN e CHAPMAN, 2014); (iii) DHB — 150 mg/ml em
solucdo de metanol 70 % (v/v) contendo 0,1 % (v/v) de acido trifluoroacético (adaptado
de HAYASAKA et al., 2009; YE et al., 2013a; YE et al., 2013b; HORN ¢ CHAPMAN,
2014); (iv) e DHB — 150 mg/mL em solugdo de metanol 50 % (v/v) contendo 0,1%
(v/v) de acido trifluoroacético (adaptado de YE et al., 2013a; YE et al., 2013b). Apds 0s
diferentes testes observou-se que a solucdo de DHB 150 mg/mL em solucgdo de metanol
50 % (v/v) contendo 0,1 % (v/v) de acido trifluoroacético, produziu uma cristalizacdo
mais uniforme que as demais, e também resultou em espectros com maiores relacoes
sinal/ruido (S/R).

4.7 Desenvolvimento do método de MALDI MSI semi-quantitativo
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Tendo em vista a reduzida capacidade quantitativa obtida através de um
experimento de MALDI MSI convencional, no presente trabalho buscou-se desenvolver
uma metodologia inovadora que permitisse a analise semi-quantitativa de metabdlitos
em cérebro de abelhas A. melifera, através da utilizacdo da técnica de MALDI MSI.
Sabe-se que variagdes na composicdo quimica dos tecidos resultam em variacbes na
eficiéncia de extracdo e ionizagdo dos analitos, e que a intensidade dos ions ndo é
simplesmente dependente da concentracdo do analito, mas também do ambiente
quimico no qual a molécula se encontra, tornando a comparacao entre diferentes tecidos
e entre diferentes localidades dentro de um mesmo tecido, dificil de ser realizada. Na
tentativa de superar esse desafio, a aplicagdo de um padrdo interno (Pl) durante a
preparacdo de amostra tem sido sugerida (PIRMAN et al., 2013a; PIRMA et al., 2013b;
ELLIS, BRUINEN e HEEREN, 2014). Com isso pretende-se controlar a variacdo no
sinal dos analitos, e identificar variacdes de sinal especificas do tecido. A aplicacdo de
um padrdo interno de modo uniforme néo leva apenas a melhoria na reprodutibilidade
dos sinais, mas ajuda a superar o desafio da variacdo dos sinais dos ions como resultado
de uma extracédo tecido-especifica, ou de diferencas na ionizacdo e na extracdo de cada
jon, de uma regido para outra do mesmo tecido, uma vez que 0 mesmo é
histologicamente e bioquimicamente heterogéneo.

O Pl em qualquer experimento analitico deve se comportar quimicamente o mais
préximo possivel dos analitos de interesse, garantindo que sua extracdo e ionizacao
sejam muito semelhante aquela do analito (PIRMAN et al., 2013a; PIRMAN et al.,
2013b; ELLIS, BRUINEN e HEEREN, 2014). A utilizacdo de Pls semelhantes aos
metabolitos sob analise, diferenciados apenas por deuteracdo dos Pls é a opgdo que
fornece as caracteristicas quimicas mais proximas do analito, constituindo, de modo
geral, a melhor opcdo de PI. Pirman e colaboradores (2013a) utilizaram essa estratégia
para fazer analises quantitativas de cocaina em cérebro humano (nucleo accubens). No
presente trabalho, a utilizacdo de isétopo marcado ndo foi adotada, pois temos como
objetivo realizar uma analise generalista dos metabdlitos encontrados no cérebro de
abelhas A. mellifera, e ndo uma analise direcional de um ou poucos compostos, como
realizado por PIRMAN e colaboradores (2013a). Nesse caso, buscou-se um composto
de baixa massa molecular de sistema nervoso (de preferéncia um neurotransmissor), que
tivesse caracteristicas de ionizacgéo, extracéo e cristalizacdo semelhante a dos analitos de
interesse, e que ndo estivesse presente no cérebro de abelhas. Anélises de LC-ESI-MS e

MS? de cérebro de abelha realizadas demonstraram a auséncia de 2-
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feniletilamina (2-FEA) no cérebro desses insetos. Esse composto, caracterizado como
sendo um neurotransmissor do sistema nervoso de mamiferos, foi utilizado como PI no
presente estudo.

Através do monitoramento da relacdo S/R do PI, foi possivel levar em
consideracdo as variagcdes nos sinais dos ions de interesse, resultando em imagens mais
reprodutiveis e que melhor representam a concentracdo do analito. A aplicacdo do Pl
no tecido pode ocorrer basicamente de trés modos: (i) juntamente com a solugdo de
matriz; (ii) antes da aplicacdo de matriz; e (iii) aplicacdo abaixo do tecido, antes do
tecido aderir a lamina, e antes da aplicacdo de matriz (PIRMAN et al., 2013a; PIRMA et
al., 2013b; ELLIS, BRUINEN e HEEREN, 2014). A aplicacdo do PI juntamente com a
solucdo de matriz foi a estratégia que melhor proporcionou a extracdo dos ions e co-
cristalizacdo do PI juntamente com os analitos.

Para testar a viabilidade da utilizacdo do PI foram realizados testes com abelhas
de 20 dias (ndo submetidas ao ensaio de REP), utilizando-se os procedimentos descritos
anteriormente. Na figura 10 pode-se observar o resultado obtido para a analise de
histamina (m/z 112,08 na forma [M+H]*) no cérebro de abelha, sem a deposicdo de
padrdo interno (A), e com a aplicacdo de 2-FEA como PI (B). Os resultados comprovam
que a aplicagéo de Pl juntamente com a matriz durante o preparo de amostra, bem como
a normalizacdo dos dados com base na intensidade do 2-FEA, resultou em imagens
melhor definidas, com menos ruido, e que melhor representam a concentracdo do
analito. Aparentemente, a utilizacdo de um padréo interno criou um novo referencial de
linha de base e de ruido, que ao ser subtraida do espectro da amostra deixou o sinal

“limpo”, melhorando muito a localizagdo dos sinais especificos de cada analito.
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Figura 10. Imagem gerada por espectrometria de massas da histamina (m/z 112,08 na forma [M+H]*)
comparando uma analise sem a deposi¢do de padrdo interno (A), e uma analise com aplicacdo de 2-
feniletilamina como padréo interno e normalizagdo dos dados (B).

4.8 Parametros de processamento dos dados de MALDI MSI no algoritmo
MSiReader

Apds testar os diferentes algoritmos possiveis de processamento e analise dos
dados de MALDI MSI, bem como os diferentes formatos de armazenamento dos dados
(descritos no item 1.4.1), ficou estabelecido a utilizacdo do algoritmo MSiReader v0.05,
devido a ampla variedade de ferramentas e recursos disponiveis para a analise dos dados
de MSI. Padronizou-se a utilizacdo dos dados no formato mzXML, pois esse formato
possibilita 0 armazenamento de grande parte dos parametros do espectrometro de
massas, e devido a facilidade de conversdo dos dados brutos obtidos com instrumentos
Shimadzu para mzXML.

O método utilizado para calcular a intensidade exibida nas imagens geradas por
espectrometria de massas foi 0 Max of Window (Max), no qual sempre o valor maximo
de intensidade dentro de uma janela de m/z (x 0.3 Da) sera representado nas imagens
(figura 11). Esse método foi selecionado, pois otimiza o processamento de grande

quantidade de dados.
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Figura 11. Definicdo de janela de valores de m/z com o uso do algoritmo MsiReader, para selecionar um
valor de intensidade. No método Max of Window (Max) a intensidade selecionada é aquela de maior
intensidade dentro de uma mesma janela de m/z; todavia, no método Sum of Window (Sum) é realizado a
soma das intensidades dos picos dentro de uma mesma janela.

Foi realizada a subtracdo do ruido analitico e da amostra. Para a realizacao desse
procedimento dois arquivos foram gerados: (i) arquivo contendo os dados de massas
oriundo da andlise das seccBes histoldgicas onde foram depositados solu¢do de matriz
contendo PI, e (ii) arquivo contendo os dados de massas oriundo da analise da
deposicdo da solucdo de matriz, sem padrdo interno aplicado sob a mesma sonda
utilizada em (i), porém em uma regido sem sec¢des histolégicas. Essa analise (ii) foi
realizada exclusivamente para obtencdo de sinais de contaminantes, e ions oriundos da
matriz, seguindo rigorosamente as mesmas condi¢cdes experimentais das analises (i),
incluindo resolucdo lateral, numero de coordenadas x e y e 0s parametros do
espectrometro de massas descritos no item 3.9.2.

Dessa forma, para a obtencdo das imagens geradas por espectrometria de
massas, a média dos espectros nas diferentes coordenadas x e y no arquivo (ii) séo
subtraidos dos valores de intensidade Max (intensidade do pico) em todos 0s espectros
de massa nas coordenadas correspondentes do arquivo (i).

A correcédo da linha de base foi realizado em todos os espectros de massa através
da funcdo msbackadj() do Matlab; foram utilizados os parametros padrdo para a

realizacdo dessa operacdo: WindowsSize: 200; SteoSize: 200; RegressionMethod: pchip;
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EstimationMethod:  quantile;  SmoothMethod:  nome;  QuantileValue:  0,1;
PreserveHeights: false.

Através do algoritmo MSiReader v0.05 também foi possivel a realizagdo da
normalizacdo dos valores de intensidade nos dados de MALDI MSI com base na
intensidade do valor de m/z especifico do PIl. O valor de m/z da molécula protonada
([M+H]") utilizado para os célculos foi 122.18. Para cada espectro de massas, a
normalizacdo s6 foi realizada quando a intensidade do pico de referéncia estava acima
de 1000 (normalization cutoff). As intensidades normalizadas foram redimensionadas
para a escala de 1.000.000, por padrao.

Dessa forma a normalizacdo da intensidade de cada molécula analisada
(metabolito) é calculada pela relacdo existente entre intensidade Max desse composto,
dividido pelo valor de intensidade Max do padrdo interno na mesma coordenada x e y.

O algoritmo abaixo foi aplicado para a realizacdo dos célculos de normalizacao

das intensidades:

Max(I. 12 de m/s boli )
I. — janela de m/z (metabélito) x y7 1300000
final x y Max(1 "

janela de m/z (P.1.) x y)

Por ultimo, foi aplicado um passo de processamento das imagens através da
aplicacdo do método de interpolacdo cubica de ordem 5 dos pixels das imagens.
Basicamente, a interpolacdo de imagens tem por objetivo estimar o valor entre dois
pontos (dentro de um sistema de coordenadas cartesiano) para 0s quais se conhecem 0s
valores, conferindo-lhes, entdo, a continuidade de pixels desejada. Nesse caso, a funcéo
interpoladora consiste num polinémio de quinta ordem, calculado para identificar a
curva polinomial que melhor se ajuste aos dados disponiveis. E interessante que esta
curva seja suave 0 bastante para atender a exigéncia estética, uma vez que o olho
humano é capaz de perceber descontinuidades dos resultados obtidos com a
interpolacdo de grau um e dois, mas néo de graus superiores (3, 4 e 5, por exemplo). Na
figura 12 pode-se observar, com mais detalhe, diferentes graus de interpolacdo

aplicados as imagens geradas por espectrometria e massas.



87

100

50

Figura 12. Imagens geradas por espectrometria de nassas com a aplicacdo de diferentes graus de interpolagéo, criadas a partir do algoritmo MSiReader v0.05. (A) Né&o foi
aplicado um método de interpolacdo (grau 0). (B) Aplicacdo do método de interpolacdo de grau 1. (C) Aplicacdo do método de interpolacdo de grau 2. (D) Aplicagdo do

método de interpolacdo de grau 3. (E) Aplicacdo do método de interpolagdo de grau 4. (F) Aplicacdo do método de interpolagdo de grau 5.
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Em sintese, 0 método de interpolacdo foi aplicado para a criacdo das imagens
geradas por espectrometria de massas com a finalidade de estimar os valores de
intensidades dos diferentes compostos nos pontos intermediarios daqueles que se
conhecem os valores exatos de intensidade (pontos x e y experimentais), conferindo a
continuidade de pixels desejada. O esquema de interpolacdo aplicado permitiu que as
imagens fossem ampliadas em tamanho, sempre mantendo a alta resolugdo da imagem
final.

Para fins de ilustracdo, no presente trabalho foram adquiridas imagens geradas
por espectrometria de massas para alguns dos compostos identificados por LC-ESI que
se revelaram importantes no metaboloma do cérebro de abelhas. Imagens geradas por
espectrometria de massas de varios outros metabdlitos (de maior ou menor importancia)
podem ser visualizadas no anexo I, ao final dessa dissertacao.

Na figura 13 podemos observar a imagem gerada por espectrometria de massas
da glicose nos individuos do grupo controle (coluna da esquerda) e nos individuos
submetidos ao ensaio comportamental de REP (coluna da direita). Nessas imagens, 0
padrdo de coloracédo representa um método semi-quantitativo baseado em uma escala de
cores que varia do de 0% a 100 %. Dessa forma, regiGes que apresentam maiores
concentragfes dos metabolitos estdo representadas proximo da intensidade de 100%, e
regibes com menores concentracfes estdo representadas por cores em gradiente
decrescente em intensidade. No grupo controle a glicose concentrava-se especialmente
nos lobos oOpticos, ganglio sub-esofagico, corpo central e lobos —o e —f8. No grupo REP

esse composto nédo foi detectado.

CONTROLE

Glicose

Intensidade

m/z 181.07 m/z 181.07

Figura 13. Imagens geradas por espectrometria de massas da glicose identificadas em cérebros de abelhas
A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader v0.05. Essas imagens
foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 181.07, na forma ([M+H]").
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Na figura 14 podemos observar as imagens geradas por espectrometria de
massas para a arginina e algumas poliaminas naturais, tais como a cadaverina e
putrescina. A arginina foi detectada no grupo controle (figura 14 A) nas regides dos
lobos Opticos, ganglio sub-esofagico, calices medial e lateral direito e lobo antenal
esquerdo. No grupo REP (figura 14 B) esse analito apresenta-se, de modo geral, com
menor concentragdo relativa, concentrando-se especialmente nas regides dos lobos
antenais direito e esquerdo, lobo Optico direito, célice lateral direito e calice medial
esquerdo. A cadaverina foi detectada no grupo controle (Figura 14 C) nas regifes da
medula esquerda, lobos —o ¢ —p esquerdo e calice lateral direito; ja no grupo REP
(figura 14 D) a cadaverina ndo foi identificada. A putrescina foi detectada no grupo
controle (figura 14 E) nas regibes dos lobos Opticos, lobos antenais, ganglio sub-
esofagico, corpo central e célices lateral e medial. No grupo REP (figura 14 F) podemos
observar um grande aumento na concentracdo relativa da putrescina, que se deu em

especial nos lobos antenais.
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CONTROLE
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Intensidade

m/z103.17

Putrescina

m/z 89.15 m/z 89.15

Figura 14. Imagens geradas por espectrometria de massas da arginina, cadaverina e putrescina
identificadas em cérebros de abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o
algoritmo MSiReader v0.05. A e B — imagens geradas por espectrometria de massas da arginina, obtidas a
partir da molécula protonada de m/z 175.11, na forma ([M+H]*); C e D — imagens geradas por
espectrometria de massas da cadaverina, obtidas a partir da molécula protonada de m/z 103.17, na forma
(IM+H]"); E e F — imagens geradas por espectrometria de massas da putrescina, obtidas a partir da
molécula protonada de m/z 89.15, na forma ([M+H]*).

As imagens geradas por espectrometria de massas da fenilalanina (figura 15)
mostram que nos individuos controle esse aminoacido estava presente em baixissimas
concentrages relativas na regido do lobo antenal direito. Por outro lado, nos individuos
submetidos ao ensaio comportamental REP esse composto estava presente em
concentracdes relativas muito maiores, e localizavam-se nas regifes dos corpos

pedunculados, lobos antenais e lobo optico.
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CONTROLE

Fenilalanina

Intensidade

m/z 166.08 m/z 166.08

Figura 15. Imagens geradas por espectrometria de massas da fenilalanina identificadas em cérebros de
abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader v0.05. Essas
imagens foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 166.08, na forma ([M+H]*).

As imagens geradas por espectrometria de massas da guanosina monofosfato
(figura 16) mostram que esse composto se concentrava nas lobulas direita e esquerda
dos lobos dpticos. Nos individuos do grupo REP houve um aumento da concentracédo
relativa desse composto, que se deu em especial nas regides do lobo antenal e dos
corpos pedunculados, que sdo as principais estruturas responsaveis pelo processamento

olfativo em abelhas.

CONTROLE

Guanosina
Monofosfato

Intensidade

m/z 364.06 m/z 364.06

Figura 16. Imagens geradas por espectrometria de massas da guanosina monofosfato identificadas em
ceérebros de abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader
v0.05. Essas imagens foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 364.06, na forma ([M+H]").

4.9 Compostos identificados exclusivamente por MALDI MSI
Alguns dos compostos presentes nas bibliotecas metaboldmicas ndo foram

identificados pela analise em LC-ESI-MS, mas foram identificados nas analises
realizadas por MALDI, séo eles: acido cainico, 1,3-diaminopropano, epinefrina,
serotonina e tiramina. Apesar da analise em LC-ESI-MS ser mais sensivel do que a

anélise por MALDI, a identificacdo desses compostos exclusivamente por MALDI por
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ser explicada com base nas diferencas de preparo de amostra. Para a analise em solugéo
por LC-ESI-MS e MS? os metabdlitos foram obtidos através da maceragdo do cérebro
das abelhas; nesse processo os compartimentos celulares sé&o rompidos (as enzimas
entram em contato com seus substratos, causando a degradacdo de alguns dos
compostos). Por outro lado, nas analises in situ por MALDI os compartimentos
celulares ndo séo rompidos, garantindo que as enzimas ndo entrem em contato com seus
substratos, e ocasionem a degradacgdo os analitos. Além disso, as anélises por MALDI
sdo realizadas com poucos passos de preparo de amostra, e o intervalo de tempo entre a
coleta do material bioldgico e as analises sdo muito menores quando comparadas com
as anélises em solugdo.

O acido cainico é um exemplo de um composto que ndo foi identificado pela
analise em LC-ESI-MS, mas que € identificado por analise de MALDI MSI inclusive
pela presenca de ions-fragmento. Na figura 17 temos os espectros MS médios de todas
as regibes do cérebro em que foram encontradas o &cido cainico (m/z 214.23) e seus
ions-fragmento (m/z 196.09; 168.10; 150.09; 122.09), todos na forma [M+H]".
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Figura 17. Espectros de massas do acido cainico (m/z 214.23) obtido em diferentes regides do cérebro de A. mellifera submetidas ao ensaio de REP, a partir da analise de MALDI
MSI. Observa-se também os ions-fragmento de m/z 168.10; 150.09; 122.09, todos na forma [M+H]".
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As imagens geradas por espectrometria de massas para 0S COmMpOstos
identificados exclusivamente por MALDI MSI podem ser visualizadas na figura 18.
Para obtermos uma maior especificidade na distribui¢do dos analitos no cérebro, foram
criadas imagens geradas pela superposicdo dos valores de m/z dos metabolitos, bem
como dos valores de m/z dos ions fragmentos. Na figura 18, podemos observar o mapa
de distribuicdo para os seguintes compostos: A e B — &cido cainico; C e D — 1,3-
diaminopropano; E e F — epinefrina, G e H — serotonina; | e J — tiramina.

Nas imagens correspondentes ao grupo controle podemos observar um padrédo de
localizagdo semelhante entre os compostos acido cainico e 1,3-diaminopropano. O acido
cainico € um potente aminoacido neuroexcitatério que age ativando receptores de
glutamato. O 1,3-diaminopropano é uma diamina simples envolvida no metabolismo da
arginina e prolina, atuando como precursor da norspermidina e norspermina. Uma maior
concentracdo relativa pode ser observada nos lobos dpticos esquerdo e direito, lobo
antenal direito e corpo pedunculado esquerdo. Nos individuos submetidos ao ensaio
comportamental REP, o 4&cido cainico sofreu algumas alteracbes de localizacao,
passando a concentrar-se mais no lobo antenal esquerdo, ganglio sub-esofagico, célice
medial direito e medula direita e esquerda. No grupo REP o 1,3-diaminopropano passou
a concentrar-se na regido da lébula e medula direita.

As imagens geradas por espectrometria de massas da epinefrina, serotonina e
tiramina apresentam um padréo de distribuicdo semelhante entre si, porém diferentes do
padrdo descrito anteriormente para o acido cainico e 1,3-diaminopropano. A serotonina
e tiramina sdo aminas biogénicas que agem como neuromoduladores no cérebro de
abelhas, ou seja, atuam modulando a transmissdo sinaptica, alterando a quantidade de
neurotransmissores liberados na fenda sinaptica, e/ou modificando a resposta do
neurdnio a um determinado tipo de neurotransmissor. A epinefrina é caracterizada por
produzir uma variedade de efeitos neuroldgicos em insetos, que incluem o aumento da
atividade do sistema nervoso e a facilitagdo seguida do blogueio de sinapses.

A epinefrina, serotonina e tiramina apresentam-se distribuidos por quase todas as
regides do cérebro dos individuos do grupo controle, concentrando-se no lobo antenal
direito, lobos Opticos, corpo central, ganglio sub-esofagico e corpos pedunculados (em
especial nos pedunculos). Nos individuos submetidos ao ensaio de REP houve uma
alteracdo no padrdo de distribuicdo desses compostos, que sofreram uma diminuicdo de
concentracdo relativa e passaram a concentrar-se em algumas regides especificas do

cérebro. Nos corpos pedunculados, esses compostos deixaram de se concentrar na
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regido dos pedunculos e passaram a concentrar-se nas regides de input de informac6es
(célices lateral e medial) e nas regides de outputs (os lobos a- e B-). Nos lobos 6pticos
houve uma ligeira diminuicdo da concentracdo relativa desses metabdlitos. Houve,

também, um aumento de intensidade relativa nas regides dos lobos antenais.
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Figura 18. Imagens geradas por espectrometria de massas de compostos identificados exclusivamente
pela analise de MALDI MSI, comparando os cérebros de abelhas do grupo controle (coluna da esquerda)
e REP (coluna da direita). A e B — imagens geradas por espectrometria de massas do acido cainico, criada
a partir da sobreposicdo dos m/z 214.23, 196.09 e 168.10, na forma [M+H]*; C e D — imagens do 1,3-
diaminopropano, criada a partir da sobreposicdo dos m/z 75.09 e 58.06, na forma [M+H]"; E e F —
imagens da epinefrina, criada a partir da sobreposicdo dos m/z 184.11 e 166.09, na forma [M+H]*; Ge H
— imagens da serotonina, criada a partir da sobreposi¢cdo dos m/z 177.1, 160.07 e 146.06, na forma
[M+H]*; I e J — imagens da tiramina, criada a partir da sobreposi¢do dos m/z 138.09, 121.06 e 107.05, na
forma [M+H]*. Essas imagens foram geradas no algoritmo MSiReader v0.05.
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4.10 Semi-quantificacdo de neurotransmissores e neuromoduladores por MALDI-
MSI

Apos a aquisicdo e o processamento dos dados de MALDI MSI, foi criado um
mapa de calor para representar a variacdo de intensidade relativa de diferentes
neurotransmissores e neuromoduladores por regido do cérebro entre os grupos REP e
controle. A estratégia desenvolvida permite comparar determinadas regides do cérebro
(também chamadas de regides de interesse — ROI) através de um preparo de amostra in
situ, que nos fornece nao s6 a identificacdo dos compostos de interesse como sua
localizagd@o no cérebro e sua quantidade relativa.

Através da utilizagdo do algoritmo MSiReader v0.05 foram definidas diferentes
regides de interesse (ROI) que correspondem aos principais centros nervosos no cérebro
das abelhas; os dados de cada uma das 18 regiGes do cérebro foram processados e
analisados separadamente para a criacdo do mapa de calor. O algoritmo determina o
namero de pixels dentro de cada ROI e posteriormente calcula o espectro médio dessa
regido. A titulo de exemplo, as figuras 19 e 20 mostram o espectro medio de duas
regibes do cérebro dos individuos do grupo controle. E gerada, também, uma lista de
picos e informacdes sobre cada pico desta lista, tais como os valores centroides de m/z,

a intensidade e as coordenadas x e y dos diferentes picos, dentre outras informagoes.
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Figura 19. Espectro médio da regido do lobo antenal esquerdo (grupo controle), gerados a partir do EIC, através do software MSiReader v0.05. Nesse espectro estdo
representados os principais neurotransmissores e neuromoduladores identificados nessa regido. Os valores de intensidade do eixo y esta expresso em unidades arbitrarias

definidas pelo proprio algoritmo.
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Figura 20. Espectro médio da regido do ganglio sub-esofagico (grupo controle) gerados a partir do EIC, através do software MSiReader v0.05. Nesse espectro estdo
representados os principais neurotransmissores e neuromoduladores identificados nessa regifo. Os valores de intensidade do eixo y esta expresso em unidades arbitrérias
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Na figura 21 podemos observar a criacdo de um ROI, correspondente a regido
dos corpos pedunculados, no software MSiReader v0.05. Para a delimitagdo exata das
diferentes regies do cérebro com a imagem gerada por espectrometria de massas, foi
utilizado a sobreposicdo do mapa de contorno, criado a partir das imagens de H&E, com
a imagem gerada por MALDI MSI, através da utilizacdo da ferramenta de sobreposi¢édo

do software MSiReader.
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Figura 21. Delimitacdo de uma regido de interesse (ROI) no software MSiReader v0.05.

Para a construcdo do mapa de calor a intensidade dos diferentes compostos foi
extraida de cada pixel dentro de uma mesma regido; apds esse processo foi realizado o
calculo da média das intensidades dos metabdlitos (incluindo o IS) entre os diferentes
pixels de um mesmo ROI, a partir dos EICs de cada regido do cérebro (tabela 15 e 16).
Posteriormente o valor de intensidade média para cada um dos compostos estudados foi
dividido pelo valor da intensidade média do IS dentro do mesmo ROI, e esse
procedimento foi repetido para todas as regides do cérebro estudadas (tabela 17 e 18). O
valor numeérico desse resultado obtido a partir grupo REP foi dividido pelo valor
analogo obtido para o grupo controle em uma mesma regido (tabela 19). O logaritmo na

base 10 desses resultados pode ser observado na tabela 20.
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Tabela 15. Média das intensidades* dos metabolitos (incluindo a média da intensidade do IS) nas 18
diferentes regies do cérebro de A. mellifera para o grupo controle.

ME-D|LO-D|LC-D|MC-D |Pe-D|aL-D|BL-D|AL-D| CB | SOG | AL-E|BL-E|alL-E| Pe-E| MC-E |LC-E|LO-E| ME-E
2-Feniletilamina 1150 | 800 | 391 | 418 | 561 | 300 | 612 | 800 | 306 | 690 |1201| 331|484 | 439 | 544 | 442|766 1093
1,3-Diaminopropano 153 869 460 460
AcidoAspértico 255 .255 511 358 | 409 255 357 613 613 | 357 | 76 | 153 510
Acido Cainico | 102 102 306 357 | 357 51
Acido Glutamico 434 447 178 | 51 51 153 255 255
Cadaverina 357 357 153 | 102
Epinefrina 937 | 255 | 587 | 357 | 562 | 971 | 153 | 639 869 | 204 153 | 307 | 281 | 664|843 | 729
Espermidina 280 | 408 | 255 153 | 51 869 971 459 | 459 357
Espermina 51 | 715 715 204 204 512
GABA 958 | 983 | 345 358 244 | 255|790 | 613 | 391 | 536 153 |178 306 | 587 | 664 | 844|638 | 216
Histamina 357 | 280 | 153 | 102 | 178 153 204 | 153 | 306 1022|614 614 | 383 280|229 | 153
Putrescina 1090 |1328 2019 510 51 | 460 767 | 614 614 | 255 | 587
Serotonina 562 | 460 | 340 | 816 | 51 | 51 153 | 102 | 306 255 | 76 |153|306 | 163
Tiramina 765 | 459 | 792 | 178 | 408 127 | 204 357 | 561 102 |459 459 | 433 | 408 | 459 | 485 | 326
Acetilcolina 425 | 357 204 | 306 | 306 | 306 537 | 153 | 229 | 460 102 | 1941|332 375 | 306
Noraepinefrina 204 204 | 204 1022 1022 153 153

(*)Os valores de intensidade obtidos com o auxilio do MSiReader v0.05 estéo expressos em unidades
arbitrérias definidas pelo préprio algoritmo.

Tabela 16. Média das intensidades dos metabdlitos (incluindo a média da intensidade do IS) nas 18
diferentes regides do cérebro de A. mellifera para o grupo REP.

ME-D |LO-D LC-D|MC-D|Pe-D|al-D|BL-D/AL-D| CB |SOG |AL-E| BL-E | al-E | Pe-E| MC-E|LC-E| LO-E |ME-E
2-Feniletilamina 1090 | 868 549 1021 579 869 |869 1022 323 | 561 |957 1046|1072 476 | 885 459 740 1022
1,3-Diaminopropano | 229 | 255 536
Acido Aspértico 665 204 | 221 357 664 | 409 |459| 357 408
Acido Cainico 306 | 153 |153| 153 | 230 51 229 561 | 51 51
Acido Glutamico 332 374 | 357 127 | 357 | 51 612 357 | 357
cadaverina + + + + - + + + + + + + + + + + + .
Epinefrina 997 | 664 358 | 793 |358 255 |255| 340 51 | 280 459 255 | 255 289 | 647 |255| 102 | 51
Espermidina 562 | 340 178 306 | 127, | |204 204 102
Espermina 408 102 512 | 307 578
GABA 1049 |1687 612 | 485 331 51 | 51 | 800 | 535 | 433 |842 714 | 714 868 |2211482| 562
Histamina 102 | 127 | 102 51 | 51 | 76 51 |204] 204 | 102
Putrescina 1149 | 357 178 357 153 459 |1175| 716 852 11751175 535 |536
Serotonina 229 | 357|280/ 970 | 306 357 51 [1022| 51 |187| 255 | 638 638 | 153 | 255 357 | 562
Tiramina 868 | 102 | 153 | 600 | 153 391 | 306 | 280 | 459 | 306 | 484 549 | 681 289 408 | 102
Acetilcolina 596 | | 255| 459 |153 | 613 | 714 | 306 |255 | 714 612 | 894 204 153 | 127 |
Noraepinefrina 255 51 153 204 153 | 153 | 51 102 102

(*)Os valores de intensidade obtidos com o auxilio do MSiReader v0.05 estdo expressos em unidades
arbitrarias definidas pelo préprio algoritmo.
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Tabela 17. Normalizag8o dos valores de intensidade média dos metabdlitos nas 18 regides do cérebro
com base no valor de intensidade do IS, para os individuos do grupo controle. Para cada ROI, o valor da
intensidade média dos metabdlitos foi dividido pelo valor de intensidade média do IS dentro do mesmo
ROI. Os valores de intensidade normalizado para os compostos ndo detectados por MALDI MSI
receberam o valor 0,0.

MED | 10D [ LcD [MCD | PeD [ol-D|BLD[ALD] CB | 506 | AE | BLE | olE | PeE  MCE| LCE LO-E | MEE

1,3-Diaminopropano
Acido Aspartico

Acido Cainico

Acido Glutamico

Cadaverina
Epinefrina
Espermidina
Espermina
GABA
Histamina
Putrescina
Serotonina
Tiramina
Acetilcolina
Noraepinefrina

0,0000
02217
0,0000
03774
0,3104
0,8148
0,2435
0,0000
0,8330
0,3104
09478
0,4887
0,6652
0,3695
0,1774

0,0000
0,3188
0,0000
0,0000
0,0000
0,3188
0,5100
0,0638
1,2288
0,3500
1,6600
0,5750
0,5738
0,4463
0,0000

0,3913
1,3069
0,2609
1,1432
0,9130
15013
0,6522
1,8286
0,3824
03913
5,1637
0,369
2,0256
05217
0,0000

0,0000
0,8565
0,0000
0,0000
0,0000
08541
0,0000
0,0000
0,8565
0,240
0,0000
19522
04258
07321
0,0000

0,0000
0,7291
0,1818
03173
0,0000
1,0018
02727
1,2745
04349
03173
0,0000
0,0909
07273
0,5455
0,0000

0,0000 0,0000 1,0863 0,0000
0,8500 0,0000 0,0000 0,0000
0,0000 0,0000 0,3825 0,0000
0,1700 0,0000 0,0638 0,0000
0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
3,2367 0,2500 0,7988 0,0000
0,1700 0,0000 1,0863 0,0000
0,0000 0,0000 0,2550 0,0000
0,8500 1,908 0,7663 1,278
0,5100 0,0000 0,2550 0,5000
0,0000 0,0000 0,6375 0,0000
0,1700 0,0000 0,0000 0,5000
0,4233 0,3333 0,4463 1,8333
1,0200 0,0000 0,6713 0,5000
0,6800 0,333 0,0000 3,3399

0,0000
05174
0,0000
0,0000
0,0000
12594
0,0000
0,0000
0,768
04435
0,0739
0,1478
0,0000
0,3319
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000
0,1274
0,0000
0,1699
0,8085
0,0000
0,1274
0,8510
0,3830
0,548
0,0849
0,3830
0,0000

0,0000
1,8520
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,5378
1,8550
0,0000
0,0000
1,3867
0,0000
0,0000

0,0000
1,2665
0,0000
0,0000
0,0000
03161
0,0000
0,0000
06322
12686
0,0000
0,0000
0,9483
0,0000
0,0000

1,0478
0,8132
0,8132
0,0000
0,0000
0,6993
1,0456
0,0000
13371
0,8724
17472
0,5809
0,9863
0,2323
2,3280

0,0000
0,1397
06563
0,0000
0,0000
05165
0,8438
0,0000
12206
0,0000
1,1287
0,1397
0,7500
3,5680
0,0000

1,0407
0,3462
0,0000
0,5769
0,0000
1,5023
0,0000
0,4615
1,9095
0,6335
1,3891
0,3462
1,0385
0,7511
0,3462

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,1997
1,1005
0,0000
0,0000
0,8329
0,2990
03329
0,3995
06332
0,489
0,0000

0,0000
0,4666
0,0467
02333
0,0933
0,6670
0,3266
0,4684
0,1976
0,1400
05371
0,1491
0,2983
0,2800
0,1400

Tabela 18. Normalizagdo dos valores de intensidade média dos metab6litos nas 18 regies do cérebro
com base no valor de intensidade do IS, para os individuos do grupo REP. Para cada ROI, o valor da
intensidade média dos metabdlitos foi dividido pelo valor de intensidade média do IS dentro do mesmo
ROI. Os valores de intensidade normalizado para os compostos ndo detectados por MALDI MSI
receberam o valor 0,0.

ME-D | LO-D ‘ LC-D %MC-D‘ Pe-D | al-D ‘ BL-D AI.-D‘ CB ‘ SOG ‘ AL-E ‘ BL-E | al-E ‘ Pe-E ‘ MC-E‘ LC-E ‘ LO-E ‘ME-E
1,3-Diaminopropano | 0,101 0,2938 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,6056 0,0000 0,0000 0,0000
AcidoAspa’rtico 0,0000 0,0000 1,2113 0,1998 0,3817 0,4108 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,3950 0,4621 1,0000 0,4824 0,3992
Acido Cainico 0,2807 0,1763 0,2787 0,1499 0,3972 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0909 0,2393 0,0000 0,0000 0,0000 06339 0,1111 0,0000 0,0499
Acido Glutdmico 0,3046 0,0000 0,0000 0,3663 0,6166 0,0000 0,0000 0,1243 1,1053 0,0909 0,6395 0,0000 0,3330 0,7500 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Cadaverina 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Epinefrina 09147 0,7650 0,6521 0,7767 0,6183 0,2934 0,2934 0,3327 0,1579 0,4991 0,479 0,2438 0,2379 06071 0,7311 0,5556 0,1378 0,0499
Espermidina 0,5156 0,0000 0,6193 0,1743 0,5285 0,0000 0,0000 0,0000 0,3932 0,0000 0,0000 0,0000 0,1903 0,4286 0,1153 0,0000 0,0000 0,0000
Espermina 0,3743 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0998 0,0000 0,9127 0,3208 0,0000 0,0000 1,2143 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
GABA 09624 1,9435 1,1148 04750 0,5717 0,0587 0,0587 0,7828 1,6563 0,7718 0,8798 0,6826 0,6660 0,0000 0,9808 0,4815 2,0027 0,5499
Histamina 0,0000 0,0000 0,1858 0,1244 0,1762 0,0000 0,0000 0,0000 0,1579 0,0909 0,0794 0,0000 0,0000 0,0000 0,0576 0,4444 0,2757 0,0998
Putrescina 1,0541 0,4113 0,3242 0,3497 0,2642 0,0000 0,0000 0,4491 3,6378 1,2763 0,8903 0,0000 1,0961 2,4685 10,6045 1,1678 0,0000 0,0000
Serotonina 0,2101 0,4113 0,5100 0,9500 0,5285 0,4108 0,0000 0,0499 3,1641 0,0909 0,1954 0,2438 0,5951 11,3403 0,1729 0,5556 0,4824 0,5499
Tiramina 0,7963 0,1175 0,2787 0,5877 0,2642 0,0000 0,0000 0,3826 0,9474 0,4991 0,479 0,2925 04515 1,1534 0,7695 0,6296 0,5514 0,0998
Acetilcolina 0,5468 0,0000 0,4645 0,449 0,2642 0,0000 0,0000 0,5998 2,2105 0,5455 0,2665 0,0000 0,6660 1,2857 1,0102 0,4444 0,2068 0,1243
Noraepinefrina 0,0000 0,0000 0,4645 0,0500 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,4737 0,0000 0,2132 0,0000 0,1427 0,3214 0,0576 0,2222 0,0000 0,0998




Tabela 19. Divisdo entre os valores normalizados de intensidade obtidas para o grupo REP pelos valores

normalizados de intensidade obtidos para o grupo controle.

103

MED | 10D | LCD |MCD PeD oD BLD|AD| CB [50G | ALE BLE alE PeE MCE LCE LOE MEE
1,3-Diaminopropano 210,092 293,779 0,003 0001 - - - - - 0,001 605650 0,001 -
Acido Aspartico 0005 0003 0927 0233 0524 0483 0,002 0,001 0001 1715 3308 2,889 482,432 0,856
Acido Cainico 280,734 176,267 1,068 149,853 2,185 0,003 90,909 239,289 0001 0966 111,111 1,069
Acido Glutamico 0,807 0,001 366,308 1,943 0,006 1,949 1105263 90909 5,020 333,022 750,000 0,002 0,004
Cadaverina 0,003 0,001 0,005 0,011
Epinefrina 1123 2400 0434 0909 0617 0091 1174 0417 157895 0,39 243,786 0,752 0868 1415 0370 0,125 0075
Espermidina 2,118 0002 0950 174339 1,938 0,006 0,001 393,189 0,001 190298 0410 0,137 0,003
Espermina 374,312 0016 0,001 0,001 0,391 912,656 320,794 1214,286 0,002 0,002
GABA 1155 1582 1263 0555 1314 0069 0045 1022 129 0994 6906 1,269 1,053 0,001 0804 0252 2404 2,783
Histamina 0003 0003 0475 0510 0555 0,002 0004 0316 0205 0093 0001 0001 0001 57,627 0702 0922 0,713
Putrescina | 1112 0248 0063 349657 264249 - 0,705 3637771 17,267 2,324 1096082 1413 053 0841 0003 0002
Serotonina 0430 0715 0587 0487 5813 2417 - 49902 6328 0615 0767 243,785 595149 2307 1237 1605 1208 3,587
Tiramina 1197 0205 0,138 1380 0363 0002 0003 0857 0517 499,109 5647 0211 0476 1169 1026 0606 0871 0,335
Acetilcolina 1480 0002 089 0614 0484 0,001 0894 4421 1644 0696 666,045 5534 0,283 0592 0422 0444
Noraepinefrina 0,006 464,481 49,951 0,001 0,003 0,142 213,166 142,724 0,138 57,627 0,642 0,713

Tabela 20. Logaritmo na base 10 do resultado da divisdo entre os valores normalizados de intensidade

obtidas para o grupo REP pelos valores normalizados de intensidade obtidos para o grupo controle.

1,3-Diaminopropano
Acido Aspartico
Acido Cainico
Acido Glutdmico
Cadaverina
Epinefrina
Espermidina
Espermina
GABA
Histamina
Putrescina
Serotonina
Tiramina
Acetilcolina
Noraepinefrina

|MED |

2302
2,346
2,448
-0,093
2492
0,050
0,326
2573
0,063
2492
0,046
0,367
0,078
0,170
-2,249

10-D |

2,468

-2,503

2,246

0,380

-2,708
-1,804

0,199

2,544
0,606
0,146
0,689
42,650

LC-D
-2,593
-0,033
0,029
-3,058
-2,960
0,362
0,022
-3,262
0,102
0323
-1,202
0,232
0,861
-0,050
2,667

[ mcD |

0,632
2176
2,564

0,041
2,41

0,256
0,293
2,544
0,313
0,140
0212
1,699

Pe-D

0,281
0,339
0,289

0210
0,287
-3,105
0,119
0,256
2422
0,764
-0,440
0315

0316
2,230

-1,043 0,070
22,230

-1,161 -1,342
-2,708

0383 -
2621 2523
-3,009

2,833 2523

-3,036

-2,583
0,290

0,380
-3,036
0,407
0,009
2,407
0,152
1,698
-0,067
0,048

3,043

2,198
2,595

0,113
0,501
3,561
0,801
-0,287
0,646
0,848

2,714
1,959
1,959

-0,402

2,960
-0,003
0,688
1,237
0,211
2,698
0,216

2,379
0,701

0,451
-2,908
2,506
0,839
-1,030
0,366
0,115
0,752
-0,158
2329

-3,268

2,387
0,104
-3,268

2,387
-0,676

alD PL-D AL-D CB | SOG | ALE | BLE | alE

-3,103
2522

0,124
2279

0,023
-3,103
3,040
2,775
0322
2,824
2,154

Y:

3,020
0,234
-2,010
2,875

-0,061
0,387
3,084
3,126
2,941
0,150
0,363
0,068
0,743
-0,860

| MCE

2,782
0,520
-0,015

0,151
-0,865

-0,095
1,761
027
0,093
0,011
0,548
1,761

LCE |

3017
0,461
2,046
2,761

0432

2,664
-0,598
0,154
0,075
0,205
0217
0,228
0,192

LO-E |

2,683

-2,300
-0,902

0,381
-0,035
2,522
0,082
-0,060
0,374

ME-E

-0,068
0,029
-2,368
-1,970
-1,126
2,514
2671
0,444
0,147
2,730
0,567
0475
0,353
0,147

Posteriormente esses dados foram representados na forma de um mapa de calor,
conforme mostrado na figura 22. No mapa de calor a escala de cor varia do vermelho ao
azul, indicando se a concentracdo relativa de um determinado composto aumentou ou

diminuiu em relacdo ao grupo REP. Desse modo, a coloracdo azul indica que um

composto estava mais presente no grupo controle do que no grupo REP em uma

determinada regido do cérebro, e a coloracdo vermelha indica que a concentracdo desse

composto é maior no grupo REP do que no grupo controle.
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Figura 22. Mapa de calor representando a distribuicdo dos metabdlitos nas 18 diferentes regides do
cérebro de A. mellifera comparando os grupos controle e REP. A coloragdo azul indica que um composto
estava mais presente no grupo controle do que no grupo REP em uma determinada regido do cérebro, e a
coloracdo vermelha indica que a concentracdo desse composto é maior no grupo REP do que no grupo

controle.
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5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1 Perfil metabdlico do cérebro de abelhas

Através da utilizacdo da abordagem LC-ESI foram investigados um total de 65
compostos presentes na biblioteca metabolémica, criada através da utilizagcdo de
padrbes sintéticos, dos quais 31 foram identificados e quantificados nas analises dos
extratos de cérebro de abelha. Dos 31 compostos identificados, 27 foram encontrados
no grupo controle, sendo que quatro desses compostos sdo Unicos para esse grupo
(cadaverina, espermina, glicose e uracila). Isso sugere que esses compostos foram
consumidos/degradados durante o ensaio comportamental de REP, o que explicaria a
auséncia (ou diminuicdo a niveis nao mensuraveis pela técnica aplicada) destes
compostos no grupo REP. No grupo REP também foram identificados 27 compostos,
dos quais quatro sdo Unicos desse grupo (fenilalanina, betaina, espermidina e serina);
iSSO sugere que esses compostos Unicos foram produzidos durante o ensaio
comportamental. Um total de 23 compostos sdo comuns para ambos os grupos, sendo
que apenas para quatro compostos foram observadas diferencas quantitativas
estatisticamente significantes entre 0s grupos comparados (arginina, asparagina,
guanosina monofosfato e putrescina).

Os 31 compostos identificados foram, entdo, contrastados com a colecdo de
banco de dados de rotas metabdlicas para A. mellifera do KEGG. Com isso, verificou-se
que esses compostos se concentravam em algumas rotas metabdlicas especificas. Nesse
processo observou-se a necessidade da criagdo de uma segunda biblioteca de
metabdlitos (criada sem a utilizacdo de padrdes sintéticos), para que fosse possivel a
identificacdo de metabolitos intermediadrios presentes nessas rotas. Essa segunda
biblioteca foi montada com um total de 47 compostos, dos quais 17 foram identificados
e quantificados (quantificacéo relativa) nas analises dos extratos de cérebro de abelha.
Dos 17 compostos identificados, 16 foram encontrados no grupo controle, sendo que
apenas um composto é unico desse grupo (N-acetil-L-glutamato 5-semialdeido). No
grupo REP foram encontrados 16 compostos, sendo que apenas a creatina foi
encontrada exclusivamente nesse grupo. Do total de 15 compostos comuns a ambos 0s
grupos analisados, apenas o 4-guanidinobutanoato foi encontrado com diferencas

guantitativas estatisticamente significantes entre os grupos comparados.
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Nas duas abordagens citadas anteriormente foram investigados os perfis globais
de metabolitos presentes no cérebro de abelhas A. mellifera. Visando o estudo dos perfis
metabdlicos regionais (em cada regido do cérebro), foi também padronizado o protocolo
experimental utilizando-se a estratégia MALDI MSI. Esta estratégia permitiu o
mapeamento e o estudo da distribuicdo espacial dos metabolitos identificados em cortes
de cérebro de abelhas, bem como uma melhor compreensdo da distribuicdo dessas
moléculas nas diferentes estruturas do cérebro e sua correlagdo com o comportamento

ensaiado.

5.1.1 Papel da glicose no metaboloma do cérebro de abelhas

A glicose é uma aldoexose (carboidrato que apresenta um grupo aldeido no
carbono 1, e os demais carbonos estdo ligados a uma hidroxila) de formula molecular
CeH120e, considerado de extrema importancia para o metabolismo celular. Ao longo das
ultimas décadas diversos estudos tém sido realizados na tentativa de entender qual o
mecanismo de agdo da glicose no sistema nervoso de diversos organismos, em especial
em humanos e roedores (HALL e GOLD, 1986; GOLD, 1995; KOROL e GOLD, 1998;
McNAY, FRIES e GOLD, 2000; MESSIER, 2004).

Diversos estudos com humanos e roedores tém comprovado que a glicose regula
diversas funcBes cerebrais e comportamentais, incluindo a memoéria e aprendizagem
(GOLD, 1995; KOROL e GOLD, 1998). Diversas evidéncias apontam que a
administracdo de glicose melhora o desempenho cognitivo e pode até reverter parte dos
déficits causados por drogas ou por envelhecimento (GOLD, 1995; KOROL e GOLD,
1998). Hoyer e colaboradores (2003) apontam que qualquer dano no metabolismo
neuronal da glicose ou em seus mecanismos de controle podem, por conseguinte, gerar
interferéncia na funcdo da memoria. Em ratos a glicose atua na regulacdo da formacao
da memoria e melhora a aprendizagem em varias condi¢Bes experimentais (GOLD,
1995; KOROL e GOLD, 1998). Ainda que diversos estudos sobre as fungdes da glicose
na modulagdo do sistema nervoso e na cognigdo tenham sido realizados, 0 mecanismo
bioquimico pelo qual a glicose atua em processos cognitivos ainda estdo sendo
investigados (MESSIER, 2004). Dentre as diversas hipQteses, acredita-se que 0s
mecanismos mais provaveis de atuacdo da glicose sob a cognicdo seja através (i) do
fornecimento de energia adicional, (ii) do fornecimento adicional de substrato para
sintese de neurotransmissores efou (iii) da modulacdo da liberacdo de

neurotransmissores.
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A partir da discussao dos varios aspectos da utilizacdo da glicose na cognicéo,
verifica-se que a maior parte do aumento do consumo de glicose durante a ativacdo
neuronal esta relacionada com o aumento na funcdo sinaptica (MESSIER, 2004). Essa
relacdo é facilmente entendida ao pensarmos que a glicose € a principal fonte de energia
para a atividade neural, através do metabolismo energético celular, e que uma grande
quantidade de ATP é necesséria para a atividade e a plasticidade sinaptica (HOYER,
2003; MESSIER, 2004). A sinapse tem alta necessidade de energia por conta das
bombas ibnicas envolvidas na neurotransmissdo. Além  disso, diversos
neurotransmissores no cérebro sdo dependentes de glicose para a sua sintese
(MESSIER, 2004). Isso inclui diversas substancias que desempenham fungdes
importantes na formacdo da memoria e aprendizagem, tais como o glutamato, 0o GABA
e a acetilcolina (KOROL e GOLD, 1998; MESSIER, 2004). Assim, a sintese de
neurotransmissores também pode ser responsavel por parte do consumo da glicose
durante a ativacdo neuronal.

Ao correlacionarmos essas informagdes com os dados obtidos para A. mellifera
no presente trabalho, pode-se explicar o grande consumo de glicose encontrado, no qual
a concentracdo desse carboidrato para os individuos do grupo controle corresponde a
481,8 ng/cérebro e diminuiu a niveis indetectaveis no grupo REP. Isso indica que a
glicose tenha sido consumida provavelmente no fornecimento de energia adicional ao
cérebro e que parte desse consumo esteja relacionado com a sintese de novos
neurotransmissores, que utilizam a glicose como substrato; de modo geral essas
observagdes demonstram intensa atividade cerebral dos individuos do grupo REP. As
imagens geradas por espectrometria de massas da glicose (figura 13) também
corroboram para essa observagdo, uma vez que no grupo controle a glicose concentrava-
se especialmente nos lobos 6pticos, ganglio sub-esofagico, corpo central e lobos —a e —

B, e nos individuos do grupo REP a glicose foi consumida a niveis indetectaveis.

5.1.2 Arginina e algumas poliaminas no metaboloma do cérebro de abelhas

As poliaminas naturais espermina, espermidina, putrescina e a cadaverina
também foram encontradas nas analises do grupo REP e controle. Essas moléculas sdo
caracterizadas por terem natureza policatibnica e apresentar dois ou mais grupo de
aminas em suas estruturas moleculares. A cadaverina é sintetizada a partir da lisina em
uma reacdo catalisada pela enzima Lysina decarboxilase — LDC (SODA e

MORIGUCHI, 1969). A putrescina é sintetizada biologicamente através de duas vias


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0006291X69905245
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diferentes, ambas iniciando a partir da arginina; em uma das vias a arginina € convertida
em agmatina (arginina descarboxilada) em uma reacdo catalisada pela Arginina
decarboxilase (ADC), posteriormente a agmatina é convertida em N-carbamoil-
putrescina pela enzima Agmatina deiminase (AIH), e finalmente, o N-carbamoil-
putrescina € convertido em putrescina pela acdo da enzima N-Carbamoilputrescina
amidohidrolase (CPA); na segunda via a arginina é convertida em ornitina pela a¢édo da
Arginase, que posteriormente é convertida em putrescina pela acdo da enzima ornitina
decarboxilase — ODC (SRIVENUGOPAL e ADIGA, 1981; PEGG e McCANN, 1982).
A espermidina € sintetizada a partir da putrescina utilizando a doacdo do grupo
aminopropil, oriundo do substrato S-adenosilmetionina (SAM), através de uma reacao
catalisada espermidina sintase (SPDS). A espermina € sintetizada a partir da reacdo da
espermina com a SAM, na presenca da enzima Espermine sintase — SPMS (ROJE,
2006). Uma representacdo da rota biossintética das poliaminas pode ser visualizado na

figura 23.
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A~ NH, )\/\/N NH,
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Figura 23. Representacdo da rota biossintética das poliaminas, adaptado de ROJE (2006); SHANTZ e
PEGG (1999).



109

Diversos estudos tém apontado que as poliaminas de maneira geral estdo
presentes em quase todas as células e sdo extremamente importantes na sintese proteica,
na divisdo celular e no crescimento celular (WILLIAMS, 1997). Muito se sabe a
respeito da biossintese e degradacdo das poliaminas, e sobre as propriedades
moleculares das enzimas envolvidas nesse processo (WILLIAMS, 1997). Esses
metabolitos também tém sido caracterizados por desempenharem fung¢fes fundamentais
no desenvolvimento do sistema nervoso de invertebrados e vertebrados (STRAMBI et
al.,, 1993; MALATERRE et al., 2004). Dentre outros oOrgaos, o cerebro ¢
particularmente sensivel a deplecdo de poliaminas durante o desenvolvimento: a
inibicdo da biossintese de poliaminas resulta em defeitos na morfogénese neural
(SCHWEITZER, ROBBINS e SLOTKIN, 1989), enquanto que poliaminas exdgenas
estimulam a regeneracdo axonal (CHU, SAITO e ABE, 1995). As poliaminas também
foram descritas por influenciarem na excitabilidade celular e na neurotransmissdo por
interagir com canais idnicos de potassio, em receptores AMPA e NMDA (WILLIAMS,
1997; OLIVER, BAUKROWITZ e FAKLER, 2000; GIAMPIETRO, 2003).

Em insetos a importancia das poliaminas nos tecidos neurais tem sido enfatizada
por inimeros autores. Cayre e colaboradores (1997 e 2001) demonstraram que em
cérebros de insetos adultos a putrescina potencializa a neurogénese nos corpos
pedunculados. Essa é uma das principais estruturas do cérebro de insetos e esta
envolvida com o processamento de informacdes de alta ordem no sistema nervoso
desses animais, tais como a integracdo sensorial, na aprendizagem, na memdria e na
orientagcdo espacial. A espermidina e espermina agem na diferenciacdo neuronal em
grilo — Acheta domesticus (CAYRE et al., 2001).

As poliaminas também tém sido descritas por exercem efeito na fosforilacao de
proteinas em uma ampla gama de tipos celulares, e atuar na modulacdo da fosforilacao
em diversas proteinas do tecido nervoso de insetos (BIRNBAUM et al., 1987,
COMBEST, BLOOM e GILBERT, 1988; BLOOM, COMBEST e GILBERT, 1990).
Birnbaum e colaboradores (1987) demonstraram, por exemplo, que baixas
concentragfes de espermina aumentam consideravelmente a fosforilacdo de proteinas
citosolicas localizadas no sistema nervoso de insetos. A fosforilagdo de proteinas é um
mecanismo bem conhecido e bem caracterizado por estar envolvido em processos de
formacéo de memdria e aprendizagem (LI et al., 2014).

No presente trabalho a arginina foi encontrado no grupo controle (1433,2

ng/cérebro) e REP (1172,1 ng/cérebro). O teste estatistico aplicado demonstrou que
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houve uma diminuicgéo significativa na concentracdo desse composto no grupo REP em
relagdo ao grupo controle (p<0,05). As imagens geradas por espectrometria de massas
da arginina (Figura 14 A e B) corroboram com essa informacdo, e demonstram a
diminuicdo desse composto nos individuos do grupo REP. A putrescina também foi
encontrada no grupo controle (15,6 ng/cérebro) e REP (41,4 ng/cérebro), e o teste
estatistico indicou que houve um aumento significativo desse composto no grupo REP
em relagé@o ao controle (p<0,05). As imagens geradas por espectrometria de massas da
putrescina (Figura 14 E e F) indicam o aumento da concentracdo relativa desse
composto nos individuos do grupo REP, que se deu em especial nos lobos antenais,
sugerindo que esse composto possa estar envolvido no processamento de informagoes
do odor de sacarose captados pelas antenas. A espermidina foi encontrada apenas no
grupo REP (1,7 ng/cérebro). A cadaverina (15,4 ng/cérebro) e a espermina (6,0
ng/cérebro) foram encontradas exclusivamente no grupo controle. As imagens geradas
por espectrometria de massas da cadaverina (Figura 14 C e D) também indicam a
presenca desse composto apenas nos individuos do grupo controle. De modo geral esses
resultados sugerem que nos individuos submetidos ao ensaio comportamental REP parte
da arginina foi consumida, possivelmente nos processos de sintese de putrescina e
espermidina. Isso indica que tanto a putrescina quanto a espermidina provavelmente
sejam importantes na modulacdo do comportamento de extensdo da probdscide em A.
mellifera.

Os resultados mostrados acima corroboram com informacBes previamente
descritas para outros insetos (CAYRE et al., 1997; CAYRE et al., 2001). Nesses estudos
provou-se que essas moléculas atuam na neurogénese e na diferenciacdo neuronal, o que
confere maior plasticidade celular/cerebral a esses organismos. A plasticidade cerebral é
a capacidade que o cérebro tem de se remodelar em funcdo das experiéncias do
individuo, reformulando as suas conexdes em fun¢do das necessidades e dos fatores do
meio ambiente. Esta caracteristica faz com que 0s circuitos neuronais sejam maleaveis,
e este € o principio basico da formacdo de memorias e da aprendizagem. A plasticidade
¢ responsavel por processos que incluem neurogénese em individuos adultos,
modulacdo da excitabilidade intrinseca, sinaptogénese e consolidacdo duradoura das
sinapses existentes (GIESE e MIZUNO, 2013).

Além de a arginina fazer parte das vias metabdlicas para a formacdo das
poliaminas, como visto anteriormente, atualmente ja é bem descrito e amplamente

aceito que essa molécula esta envolvida com processo de formacdo de memdria atraves
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da sinalizacdo do oOxido nitrico (CHEN et al., 1997; KENDRICK et al., 1997;
MAJLESSI et al., 2008; HOSSEINI et al., 2010; KNOX et al., 2011; ITO, MATSUO e
OKADA, 2013). O dxido nitrico (ON) desempenha papeis extremamente importantes
na fisiologia dos sistemas biologicos, em especial no sistema nervoso, onde age como
mediador na plasticidade sinaptica, na potenciacdo de longa duracdo - LTP (é uma
melhoria duradoura na transmissdo de sinal entre neurbnios baseado em padrdes de
atividades recentes), e na consolidacdo de memoria (PRAST e PHILIPPU, 2001;
BOGER, 2007). O ON é sintetizado no cérebro mediante demanda, tais como em
estimulacdo de processos cognitivos, nos quais essa molécula é requerida (PAUL e
EKAMBARAM, 2011). O oxido nitrico é gerado em células neuronais como um
coproduto da reacdo no qual a L-arginina é convertida em citrulina e éxido nitrico,
utilizando como cofator o NADPH em uma reacdo catalisada pela enzima ON Syntetase
(NOS) (MAYER, 1994; PAUL e EKAMBARAM, 2011).

A sinalizacdo do 6xido nitrico tem sido relacionada com processos cognitivos
tanto em vertebrados (KENDRICK et al., 1997) como em invertebrados (ITO,
MATSUO e OKADA, 2013). Em abelhas foi demonstrada a atuacdo dessa molécula
tanto em aprendizagem olfativa quanto em aprendizagem tatil (MULLER, 1996;
MULLER, 2000; DACHER e GAUTHIER, 2008). Diversos estudos indicam que a
inibicdo da enzima NOS pode prejudicar a consolidacdo da memoria (KOPF et al.,
2001; YILDIRIM e MARANGOZ, 2004) e bloquear a inducdo da LTP (BON e
GARTHWAITE, 2003). A arginina levogira, precursora do ON, foi caracterizada por
melhorar a formacdo de memoria e inverter o efeito de inibidores da enzima ONS
(MAJLESSI et al., 2008); além disso, alguns estudos apontam que a administracdo de
arginina € capaz de melhorar a consolidacdo da memoria e aprendizagem (PLECH,
KLIMKIEWICZ e MAKSYM, 2003).

Esses estudos, em conjunto com os resultados do presente trabalho, apontam a
necessidade de estudos mais detalhados sobre os papéis fisiologicos da arginina, bem
como a do oxido nitrico, no sistema nervoso de insetos, na tentativa de melhor
compreender 0s mecanismos bioquimicos envolvendo essas moléculas e a modulacéo

de processos cognitivos em abelhas.
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5.1.3 Fenilalanina no metaboloma do cérebro de abelhas

A fenilalanina ¢ um aminoécido classificado como ndo polar, por conta da
natureza hidrofobica conferida pelo grupo benzil da cadeia lateral. Além de ser
componente essencial das proteinas, esse aminoacido aromatico funciona como
precursor de neurotransmissores, tais como a dopamina, no sistema nervoso
(COLEMAN e NECKAMEYER, 2005; FERNSTROM e FERNSTROM, 2007). Na
figura 24 pode-se observar a via metabolica da fenilalanina, envolvida com a sintese de
dopamina. Nessa via a tirosina € originada a partir da fenilalanina em uma reacéo
catalisada pela enzima Fenilalanina Hidroxilase (PAH); posteriormente a 3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA) é sintetizada a partir da tirosina pela acdo da Tirosina
Hidroxilase (TH); o DOPA, por sua vez, da origem a dopamina em uma reagdo

catalisada pela enzima DOPA decarboxilase (DDC).
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Figura 24. Representacdo da via metabdlica da fenilalanina, envolvida com a sintese de dopamina
(adaptado de COLEMAN e NECKAMEYER (2005)).
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Simcock e colaboradores (2014) ao estudar a influéncia de diferentes
amino&cidos presentes na alimentacdo de abelhas A. mellifera sobre a aprendizagem
associativa nesses insetos, concluiu que os aminoacidos essenciais como a fenilalanina,
a isoleucina e a metionina afetam a aprendizagem de diversos modos. No presente
trabalho a fenilalanina foi encontrada apenas no grupo REP, o que pode estar
relacionada com a sintese de dopamina nesses individuos. Embora existam muitas
evidéncias do envolvimento de diversos aminoécidos em fungdes neurolégicas (SASE
et al., 2013), existe uma quantidade extremamente limitada de informacbes sobre a
atuacdo da fenilalanina no sistema nervoso de insetos, e em especial em abelhas.

As imagens geradas por espectrometria de massas da fenilalanina (Figura 15)
mostram que nos individuos controle esse aminoécido estava presente em baixissimas
concentracdes relativas, ao passo que nos individuos submetidos ao ensaio
comportamental REP, esse composto estava presente em concentragdes relativas muito

maiores, principalmente nas regides do lobo antenal e dos corpos pedunculados.

5.1.4 Betaina no metaboloma do cérebro de abelhas

A betaina (N,N,N-trimetilglicina ou glicinabetaina), encontrada exclusivamente
no grupo REP, é caracterizado por ser um osmolito intracelular essencial e uma fonte
grupos metil (metila). Como osmolito intracelular essa molécula atua regulando o
volume celular através do contrabalanceamento de mudancas na tonicidade extracelular,
e estabilizando macromoléculas contra uma grande variedade de perturbacdes
fisioldgicas (SLOW et al., 2009; ZHOU et al., 2012). Além disso, a betaina tem um
papel chave no metabolismo do grupo metila, fornecendo as células um estoque de
grupo metila (SLOW et al., 2009; ZHOU et al., 2012). A betaina pode ser oriunda tanto
da dieta, quanto pode ser produzida no organismo através da oxidacdo da colina
(LEVER e SLOW, 2010). Embora a betaina exerca funcdes bioldgicas importantes,
assim como descrito anteriormente para a fenilalanina, existe uma quantidade
extremamente limitada de informacGes acerca dessa molécula no sistema nervoso de
insetos.

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que a betaina tenha sido
produzida nos individuos do grupo REP, provavelmente através da oxidacdo da colina
(LEVER e SLOW, 2010); esse metabdlito pode ser importante para esses individuos por
fornecer as células nervosas um estoque de grupos metil e por atuar como osmdlito

intracelular.
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5.1.5 Uracila no metaboloma do cérebro de abelhas

A uracila, encontrado exclusivamente no grupo controle, € uma base
nitrogenada, representada pela letra U no cddigo genético, formada por um anel simples
derivado de pirimidina. E caracterizado por substituir a timina na transcricdo do DNA
para RNA e é, portanto, complementar a adenina, com a qual se liga através de duas
ligagbes de hidrogénio. O nucleotideo uracila é descrito por desempenhar funcGes
fisioldgicas cruciais. Por exemplo, ele participa de reacdes de glicosilacdo de proteinas,
da biossintese de fosfolipideos e de glicogénio (HAUGAARD, FRANTZ e
HAUGAARD, 1997; SPRONG et al., 2003; CANSEV, 2006). No entanto, além de ser
substrato para a sintese de RNA e DNA, sua funcao no sistema nervoso ainda nao é bem
compreendida (WANG et al., 2009).

A uracila em A. mellifera, além de participar do metabolismo das pirimidinas,
participa do metabolismo da B-alanina, de acordo com as rotas metabdlicas depositadas
no KEGG. Na rota metabdlica da B-alanina, a uracila é convertida em 5,6-Dihidrouracil
através da acdo da enzima Dihydropyrimidine dehydrogenase, que posteriormente €
convertido em N-carbamoil-B-alanina, através da acdao da enzima Dihydropyrimidinase;
esse composto é convertido, entdo, em B-alanina, através da acdo da enzima S-alanine
synthase (BORYCZ et al., 2012). Embora muitos estudos tenham sido realizados para
entender a fun¢do no sistema nervoso da f-alanina, um p-amino &cido estruturalmente
similar ao GABA e glicina, sua funcdo ainda permanece um mistério (BORYCZ et al.,
2012).

Os dados obtidos no presente trabalho para a uracila sugerem que esse composto
tenha sido consumido nos individuos submetidos ao ensaio comportamental REP,
provavelmente no processo de sintese de RNA, e que esse processo seja importante para

adaptar o cérebro ao comportamento de extensdo da proboscide.

5.1.6 Serina no metaboloma do cérebro de abelhas

Outra molécula encontrada exclusivamente no grupo REP foi a serina, um
aminoacido de férmula molecular CsH7NOgz, caracterizado como polar devido a
presenca do grupo hidroxila. Inimeros estudos tém relatado a importancia desse
aminoacido, em especial do isdbmero Optico dextrogiro (D-serina), na promocao da
migracdo neuronal, na plasticidade sinaptica, na neurotransmissdo e no

desenvolvimento e na maturagdo do sistema nervoso (MARTINEAU, BAUX e
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MOTHET, 2006). Esses estudos também apontam a fungdo moduladora da serina sob o
receptor N-metil-D-Aspartato (NMDA), um tipo de receptor glutamatérgico (DANYSZ
e PARSONS, 1998; MARTINEAU, BAUX e MOTHET, 2006; WOLOSKER et al.,
2008). Esse receptor de neurotransmissor é considerado essencial no sistema nervoso,
estando envolvido com muitos processos fisiologicos, tais como a formacgdo da
memoria, plasticidade sinaptica e o desenvolvimento do sistema nervoso (DANYSZ e
PARSONS, 1998; WOLOSKER et al., 2008).

A figura 25 resume parte do metabolismo da serina no cérebro. Inicialmente a
glicose é metabolizada via glicélise para produzir piruvato, lactato e L-serina através da
via biossintética da glicose-3-fosfatoglicerato-3-fosfoserina; outra via produtora da L-
serina € a partir da glicina, através da via da hidroximetiltransferase (MARTINEAU,
BAUX e MOTHET, 2006). Além disso, a enzima Serina racemase (SR) catalisa a
formacdo de D-serina a partir da L-serina, com a liberacdo de agua e formacdo de
piruvato, que é uma potencial fonte de lactato para os neuronios, fornecendo energia
durante os periodos de elevada atividade sindptica (FOLTYN et al., 2005;
MARTINEAU, BAUX e MOTHET, 2006). A conversdo de L-serina em D-serina esta
relacionada com o metabolismo energético e ao metabolismo de outros aminoacidos. O
piruvato, derivado da reacgdo catalisada pela enzima SR, pode ser utilizado no ciclo do
acido tricarboxilico (TCA) mitocondrial, onde é descarboxilado para gerar a producdo
de diversas moléculas importantes para o0 sistema nervoso, tais como 0 GABA, o
glutamato e a glicina, além da geracdo de adenosina trifosfato (ATP) (MARTINEAU,
BAUX e MOTHET, 2006). Além disso, essas moléculas de piruvato podem ser
utilizados pela enzima Piruvato carboxilase para formar 4&cido aspartico
(MARTINEAU, BAUX e MOTHET, 2006). A D-serina age nos neurdnios ativando
receptores glutamatérgicos NMDA-dependentes (SCHELL, 2004, MARTINEAU,
BAUX e MOTHET, 2006; WOLOSKER et al., 2008).
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Figura 25. Metabolismo da serina no cérebro, adaptado de SCHELL, 2004.

Nesse contexto, a producdo de serina observada nos individuos submetidas ao
ensaio comportamental REP sugere que essa molécula seja importante para adaptar o
cérebro ao comportamento de extensdo da proboscide. Alguns estudos também apontam
que a serina, assim como a glicose, esta envolvida com o metabolismo energético,
proporcionando o fornecimento de energia aos neurdnios durante periodos de intensa
ativacdo neuronal, através do aumento na funcéo sinaptica. De modo similar ao descrito
anteriormente para as poliaminas, a serina também esta relacionada com a ativacdo de
receptores glutamatérgicos NMDA-dependentes. A caréncia de estudos sob a serina
evidencia a grande necessidade de estudos detalhados do metabolismo dessa molécula
em abelhas.

5.1.7 Asparagina no metaboloma do cérebro de abelhas
A asparagina é uma amino &cido utilizado na sintese de proteinas. E um
composto organico de formula quimica NH>CH(NH2)COOH, que possui uma

carboxamida como grupo funcional de sua cadeia lateral, fazendo com que ele seja
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classificado como um amino acido alifatico polar. A asparagina é sintetizada
biologicamente através da conversdo de oxaloacetato em aspartato, através da enzima
transaminase, que transfere o grupo amina de um glutamato para o oxaloacetato,
produzindo a-cetoglutarato e aspartato; a enzima asparagine synthetase produz
asparagina, AMP, glutamato e pirofosfato a partir de aspartato, glutamina e ATP
(RUZZO et al., 2013), como representado na figura 26. Em humanos a sintese de
asparagina foi descrita como sendo essencial para o desenvolvimento e funcdo do
cérebro; problemas na producdo desse amino acido podem resultar em diversos
problemas neuroldgicos (RUZZO et al., 2013).

No presente trabalho a asparagina foi encontrada tanto no grupo REP quanto no
grupo controle, porém houve um aumento estatisticamente significativo da presenca
desse amino acido no cérebro dos individuos do grupo REP. A sintese de asparagina nos
individuos submetidos ao ensaio comportamental REP sugere um possivel aumento na
demanda por esse amino acido para a sintese protéica no cérebro desses individuos, e
que esse processo seja importante para adaptar o cérebro ao comportamento de extensao

da proboscide.
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Figura 26. Biossintese da asparagina a partir de oxaloacetato.

5.1.8 Guanosina Monofosfato no metaboloma do cérebro de abelhas

A guanosina monofosfato (GMP), também conhecido acido guanilico, € um
nucleotideo utilizado como monémero de RNA. GMP é constituido de um grupo
fosfato, um acucar ribose (pentose) e uma base nitrogenada guanina, sendo, portanto,

classificado como ribonucleosideo de monofosfato. As bases purinicas de guanina,
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guanosina —tri, -di, e monofosfato (GTP, GDP e GMP, respectivamente) sdo
caracterizadas por exercerem funcbes regulatorias nas células, como a evidéncia
classica da modulacdo intracelular de proteinas G na transducdo de sinal
transmembranar (GUDERMANN, SCHORNEBERG e SCHULTZ, 1997). Além disso,
esses compostos também ja foram relacionados por exercerem efeitos troficos em
células neuronais e por exercerem efeitos antagbnicos na neurotransmissao
glutamatérgica (BARON et al., 1989; RUBIN et al., 1996; MALCON et al., 1997). Em
A. mellifera a guanosina monofosfato esta envolvida no metabolismo das purinas, onde
age como precursora de guanosina, guanina, GDP e xantosina, de acordo com as rotas
metabdlicas depositadas no KEGG.

Em ratos foi observado que durante a discriminagédo de luzes, houve aumento na
incorporacdo de precursores de RNA (tais como o GMP) dentro de neurdnios de
diversas regides do cérebro. Resultados similares foram obtidos por diversos trabalhos
com outros modelos de aprendizagem e com diferentes métodos. Esses resultados
sugerem que o0 processo de aprendizagem que resulta na formacdo de memoria esta
correlacionado com o aumento da sintese de RNA em diversas regides do cérebro; isso
leva a alteragdes na sintese de proteinas durante experimentos de aprendizagem,
induzindo, assim, mudancas nas ceélulas neuronais e nas sinapses. Anally e
colaboradores (2016 — dados em processo de publicacdo) observaram que abelhas A.
mellifera submetidas ao ensaio comportamental de REP apresentaram regulacao
positiva (up-regulation) de diversas proteinas do cérebro quando comparadas a abelhas
do grupo controle, em especial de proteinas relacionadas com o metabolismo de
compostos ciclicos, heterociclicos, aromaticos, nitrogenados e de proteinas relacionadas
com o metabolismo de carboidratos. No presente trabalho o GMP foi encontrado tanto
no grupo REP quanto no grupo controle, porém houve um aumento estatisticamente
significativo da presenca desse mondmero de RNA no cérebro dos individuos do grupo
REP. A sintese de GMP no grupo REP sugere um possivel aumento na demanda desse
nucleotideo para a sintese de RNA no cérebro das abelhas, que levaria a mudancas na
sintese de proteinas. Esses processos parecem ser extremamente importantes para
adaptar o cérebro das abelhas a coordenar o reconhecimento de odor e associar esse
odor com a realizagdo de um comportamento reflexo.

As imagens geradas por espectrometria de massas da guanosina monofosfato
(figura 16) mostram aumento da concentracdo relativa desse composto nos individuos

do grupo REP em relacdo aos individuos do grupo controle. Além disso, é possivel
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observarmos que o aumento da concentracao relativa se deu em especial nas regides do
lobo antenal e dos corpos pedunculados, que sdo as principais estruturas responsaveis
pelo processamento olfativo em abelhas. O aumento da concentracéo relativa observado
para 0 GMP nos individuos do grupo REP corroboram com o que foi observado a partir

das analises solUveis do cérebro de abelhas por LC-ESI.

5.2 Principais rotas metabdlicas no cérebro de abelhas envolvidas no
comportamento REP

Para a melhor compreensédo dos papéis biologicos dos metabdlitos identificados,
foi feita a busca desses compostos na colecdo de banco de dados de rotas metabdlicas
para A. mellifera do KEGG. Todas as rotas metabdlicas contendo pelo menos um dos
compostos identificados foram separadas e analisadas individualmente. Dentre essas
rotas temos principalmente vias de biossintese de aminoacidos: metabolismo da glicina,
serina e prolina; biossintese de aminoacidos; metabolismo da -alanina; metabolismo da
cisteina e da metionina; metabolismo da alanina, aspartato e glutamato; metabolismo da
taurina e hipotaurina; metabolismo da glutationa; metabolismo das purinas; biossintese
de fenilalanina, tirosina e triptofano; biossintese da lisina; metabolismo da histidina;
biossintese da valina, leucina e isoleucina; metabolismo da fenilalanina. Nessa analise,
observou-se que grande parte dos compostos identificados se concentram na rota de
biossintese da arginina (figura 27) e na rota metabolica da arginina e prolina (figura 28).

Na figura 27 temos parte da rota de biossintese da arginina. Nessa rota observa-
se a alteragdo metabdlica que ocorreu entre os individuos do grupo controle e os
individuos submetidos ao ensaio comportamental de extensdo da probdscide. Os
circulos em vermelho indicam os metabolitos que aumentaram de concentracdo no
grupo REP (p<0,05), em relacdo ao grupo controle (p<0,05); em azul sdo o0s
metabdlitos que diminuiram de concentracdo; em cinza sdao 0s metabdlitos que ndo
sofreram alteracdo significativa de concentracdo; o restante dos compostos nao foi
monitorado. Dentre 0s compostos que ndo sofreram alteragdo de concentragdo estdo:
glutamina, glutamato, N-acetil-glutamato, aspartato, citrulina, L-arginosuccinato,
ornitina e a N-acetilornitina; a arginina foi consumida, e o N-acetil-glutamato-5-

semialdeido foi identificado apenas no grupo controle.
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ARGININE BIOSYNTHESIS
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Figura 27. Segmento da rota metabolica da biossintese da arginina. Os circulos em vermelho representam
as mudancas metabolicas que sdo estatisticamente significativas (p<0,05), de acordo com os dados
metaboldmicos obtidos por LC-ESI-MS/MS, para abelhas submetidas ao ensaio comportamental de
extensdo da probdscide e os individuos controle. Em azul sdo os metabolitos que diminuiram de
concentragdo; em cinza sdo os metabolitos que ndo sofreram alteracdo significativa de concentracdo; o
circulo vermelho representa os compostos identificados apenas no grupo REP; o circulo azul representa
0s compostos identificados apenas no grupo controle; os restantes dos compostos ndo foram monitorados
(metabolitos sem circulos). Os dados estatisticos utilizados nessa figura foram obtidos das tabelas 10 e 14.

Na figura 28 podemos visualizar um segmento da rota metabdlica da arginina e
prolina. Nessa rota a arginina diminuiu de concentracdo no grupo REP. A espermidina e
a creatina foram encontradas apenas no grupo REP e a espermina apenas no grupo
controle. Os compostos 4-guanidinobutanal, GABA, ornitina, glutamato, L-glutamato-
5-semialdeido, prolina, hidroxiprolina e carboxinorspermidina ndo sofreram alteragéo
significativa de concentracdo na comparacdo entre o grupo REP e controle. Esses
resultados demonstram que o0s cérebros de abelhas submetidas ao ensaio de REP
sofreram uma série de transformacgdes metabolémicas que, provavelmente, foram
importantes para coordenar o reconhecimento da molécula de sacarose, e associar esse
odor com o comportamento reflexo para a extensdo da probdscide (estimulo néo
condicionado). Nesse processo a arginina presente no cérebro é metabolizada
culminando na producdo de creatina, 4-guanidinobotanoato, putrescina e espermidina
no cerebro dos individuos do grupo REP. O aumento na concentracdo do 4-
guanidinobotanoato e da putrescina provavelmente estdo relacionadas com a produgéo
do neurotransmissor GABA; além disso a putrescina também parece originar

espermidina nos individuos do grupo REP.
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ARGININE AND PROLINE METABOLISM
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Figura 28. Segmento da rota metabdlica da arginina e prolina. Os circulos em vermelho representam as
mudancas metabdlicas que sdo estatisticamente significativas (p<0,05), de acordo com os dados
metaboldmicos obtidos por LC-ESI-MS/MS, para abelhas submetidas ao ensaio comportamental de
extensdo da probdscide e os individuos controle. Em azul sdo os metabdlitos que diminuiram de
concentragdo; em cinza sdo os metabdlitos que ndo sofreram alteracdo significativa de concentracdo; o
circulo vermelho representa os compostos identificados apenas no gripo REP; o circulo azul representa os
compostos identificados apenas no grupo controle; os restantes dos compostos ndo foram monitorados
(metabdlitos sem circulos). Os dados estatisticos utilizados nessa figura foram obtidos das tabelas 10 e 14.

A creatina encontrada apenas no grupo REP foi possivelmente originada a partir
da conversdao de arginina em guanidinoacetato, que €, por sua vez, convertido em
creatina atraves da acdo da enzima Guanidinoacetate methyltransferase.
Posteriormente, a enzima Creatine kinase catalisa a fosforilacdo da creatina para gerar
fosfocreatina, fornecendo ao cérebro um sistema tampéao de fosfato de alta energia
durante o estado de sintese e utilizacdo de ATP (STOCKLER et al., 1994; RAE et al.,
2003). Diversos estudos tém demonstrado que a creatina representa um reservatorio de
energia ao cérebro tanto de vertebrados quando em invertebrados, podendo aumentar o
desempenho do cérebro em situagbes de forte ativacdo neural e gasto energetico
(MORRISON, 1973; PEREIRA et al., 2000; RAE et al., 2003).

Desse modo, os dados obtidos no presente trabalho sugerem que a sintese de

creatina nos individuos do grupo REP tenha ocorrido devido ao aumento na atividade
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cerebral desses individuos e consequente diminuicdo na quantidade de ATP disponivel
para 0s neurdnios; nesse contexto, a creatina teria a fungdo de aumentar o desempenho
do cérebro. Provavelmente, esse processo pode ter sido acentuado devido a deplecéo de
glicose, e consequentemente de ATP disponivel no cérebro, conforme discutido

anteriormente.

5.3 Aplicacéo da técnica de MALDI MSI semi-quantitativo na compreensdo da
distribuicéo regionalizada de metabdlitos no cérebro de abelhas

Com a finalidade de controlar as alteracfes nas variacdes de sinal dos analitos, e
identificar variagcBes de sinal especificas das diferentes microrregides do cérebro das
abelhas foi desenvolvida uma plataforma de MALDI MSI semi-quantitativa, através da
aplicacdo do padrdo interno 2-feniletilamina.

Na tabela 15 e 16 podemos observar grandes varia¢Ges de intensidade do padréo
interno entre as 18 regides do cérebro. Essa variacdo ndo era esperada, uma vez que o Pl
foi aplicado de modo homogéneo sob todo o tecido. Na tabela 16, correspondente ao
grupo controle podemos observar que a maior intensidade observada para o Pl foi de
1201 no lobo antenal esquerdo, e a menor intensidade foi de 300 no lobo a- direito,
indicando uma redugdo de intensidade do Pl da ordem de quatro vezes. Mesmo ao
analisarmos regides analogas, tais como Idbula direita e I6bula esquerda, podemos
observar variagdes na intensidade do PI, que € de 800 para a lébula direita e de 766 para
a lébula esquerda. Todavia, foi observado uma menor variacdo entre os valores de
intensidade para regifes analogas, do que quando comparamos diferentes neurdpilos
entre si. Os espectros médios das regides do lobo antenal esquerdo e do ganglio sub-
esofageal, mostrados nas figuras 19 e 20, também evidenciam a variacdo de intensidade
do PI. As diferencas de intensidades podem ocorrer por diversos fatores, tais como a
ineficiéncia na extracdo de ions, a baixa cocristalizagdo entre o analito e a matriz, ou
devido a supressdo de ions gerada por compostos enddgenos presentes nas diferentes
regibes do cérebro; todavia ndo € possivel determinar qual fator é dominante. Esses
resultados indicam que as diferentes microrregides do cérebro da abelha sdo
bioquimicamente diferentes, e que essas diferengas resultam em variagdes nos sinais dos
ions analisados por MALDI MSI.

Embora ndo seja possivel determinar qual fator, extracdo ou ionizacdo dos
analitos, é a principal fonte da variagdo de sinal, alguns trabalhos sugerem que pode

ocorrer uma combinagdo desses dois fatores (PIRMAN et al., 2013b). Para a analise de
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proteinas por MALDI MSI, por exemplo, normalmente multiplos passos de lavagens
séo aplicados durantes os passos de preparacdo de amostra, com a finalidade de remover
sais, lipideos e outros contaminantes que possam suprimir os sinais dos ions de
interesse. Todavia, esses passos de lavagem ndo foram aplicados no presente trabalho,
devia a alta solubilidade dos metabolitos analisados nas solucdes de lavagem.
Normalmente essas lavagens ndo sdo aplicadas para analises de pequenas moléculas por
ocasionar em migragdo ou perda do analito (PIRMAN et al., 2013Db). Diferencgas quali-
ou quantitativa de lipideos nos tecidos, por exemplo, podem ser suficientes para
ocasionar diferencas significativas na ionizacdo dos analitos durantes analises de
MALDI MSI (PIRMAN et al., 2013b). A preparacdo de amostra pode ser otimizada
para um determinado tipo de tecido, todavia, mesmo em um tecido tdo pequeno quanto
0 cérebro das abelhas, podem existir variacbes regionais. Nesse contexto, a
normalizacdo dos valores de intensidade dos metabolitos, com base na intensidade do
P1, desenvolvido no presente trabalho, mostrou-se extremamente eficiente no controle
das variacdes decorrentes dos problemas de extracdo e/ou ionizagdo dos analitos.

Apds a aquisicdo e o processamento dos dados de MALDI MSI, foi criado um
mapa de calor para representar a variacdo de intensidade relativa de diferentes
neurotransmissores e neuromoduladores por regido do cérebro entre os grupos REP e
controle. Na figura 22 podemos observar que 0s compostos presentes na parte superior
do mapa de calor (GABA, acido glutdmico, acido cainico e putrescina) sdo 0s que
aumentaram de concentracdo no grupo REP na maioria das regides do cérebro. Por
outro lado, os compostos presentes na parte inferior do mapa de calor (acido aspartico,
histamina, tiramina) sdo os que diminuiram de concentra¢do no grupo REP na maioria
das regides do cérebro.

De modo geral, o mapa de calor demonstra uma grande assimetria na
distribuicdo dos neurotransmissores e neuromoduladores no cérebro de A. mellifera. A
lateralizac@o no cérebro, ou seja, diferentes especializagdes funcionais e/ou estruturais
dos lados direito e esquerdo do cérebro, consideradas anteriormente por serem unicas de
seres humanos, agora € bem conhecido por estar presente em outras classes de
vertebrados (VALLORTIGARA e ROGERS, 2005). Recentemente, evidéncias de
lateralizacdo em invertebrados tém surgido, sugerindo que a lateralizacdo do sistema
nervoso pode ndo ser apenas uma caracteristica de cérebros mais complexos, mas
também uma caracteristica dos cérebros mais simples (FRASNELLLI,
VALLORTIGARA e ROGERS, 2012). Acredita-se que a assimetria no cérebro auxilia
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na otimizacdo do circuito neural, evitando duplicacGes de funcdes e promovendo o
processamento paralelo (VALLORTIGARA e ROGERS, 2005; ROGERS,
VALLORTIGARA e ANDREW, 2013).

Diversos estudos tém fornecido evidéncias da lateralizacdo do sistema sensorial
em abelhas, em particular do sistema olfativo e do sistema visual. O primeiro estudo a
reportar evidéncias de lateralizacdo no olfato em abelhas A. mellifera foi conduzido por
Letzkus e colaboradores (2006). Nesse trabalho os autores demonstraram a lateralizacéo
na aprendizagem associativa de um odor com a fonte de alimento, através da utilizacao
de duas versdes diferentes do teste REP. Os resultados desse trabalho revelaram que
abelhas com a antena direita coberta aprendem menos que abelhas com a antena
esquerda coberta e abelhas com ambas as antenas descobertas. Frasnelli e colaboradores
(2010) analisaram as diferencas morfoldgicas do nimero de sensilas entre as antenas
direita e esquerda de abelhas. Os resultados demonstraram que a antena direita
apresenta um numero significativamente maior de sensilas olfativas em sua superficie,
qguando comparado com a antena esquerda (3 a 7 % de diferenca).

De modo geral, ainda € dificil entender se a lateralizacdo no olfato em abelhas é
oriunda da assimetria nas antenas ou devido a diferencas na recuperacdo da
aprendizagem e memoria entre os caminhos olfativos direito e esquerdo. Ainda
permanece questiondvel se mesmo a pequena diferenca de sensilas (3-7 %) pode
explicar, por completo, o desempenho superior da antena direita na recuperacdo da
memoria e aprendizagem (FRASNELLI, VALLORTIGARA e ROGERS, 2012).
Rogers e Vallortigara (2008) demonstraram, em contrapartida, que a recuperagdo da
memoria ap6s 23-24 horas do treinamento é melhor quando a antena esquerda esta em
uso do que guando a antena direita estd em uso. Isso sugere que a memoria de longo
prazo é acessada principalmente pela antena esquerda, e que 0 processo de recuperacao
da memoria olfativa é um processo tempo-dependente.

Embora 0 mapa de calor (figura 22) tenha demonstrado a grande assimetria na
distribuicdo dos neurotransmissores e neuromoduladores em quase todas as regides do
cérebro das abelhas, essa assimetria fica ainda mais evidente na regido dos lobos
antenais. Na figura 29, podemos visualizar a variagdo na distribuicdo dos diferentes
neurotransmissores e neuromoduladores entre os lobos antenais direito e esquerdo.
Nesse grafico os valores positivos no eixo x significa que um determinado composto
estava mais concentrado no grupo REP do que no grupo controle; os valores negativos

significam que a concentragdo do composto diminuiu no grupo REP em relagdo ao
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controle. A regido do lobo antenal é caracterizada por ser o principal centro nervoso
olfativo (centro olfativo primario), responsavel por processar informagdes de odores
captados pelas antenas; essa regido também é considerada como um dos principais

centros nervosos envolvidos na aprendizagem olfativa.
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Figura 29. Distribui¢do dos diferentes neurotransmissores e neuromoduladores no AL-D: lobo antenal
direito (em azul) e AL-E: lobo antenal esquerdo (em vermelho).

Na figura 29 alguns compostos, tais como o acido cainico, putrescina,
espermina, epinefrina, serotonina e a tiramina sofreram uma diminuicdo de
concentracdo em um dos lobos antenais, enquanto que no outro lobo, observou-se o
oposto para 0 mesmo composto. Compostos como o GABA, 1,3-Diaminopropano e
norepinefrina foram identificados apenas em um dos lobos antenais. De modo geral,
esses resultados demonstram uma grande lateralizacdo do cérebro, a nivel molecular,
em abelhas submetidas ao estimulo REP. Embora a lateralizacdo do processamento
sensorial tenha sido bem estudada, existe pouca informacdo na literatura sobre como a
assimetria é representada a nivel molecular no sistema nervoso de abelhas.

A putrescina foi um dos compostos identificados tanto pela anélise soltvel por
LC-ESI-MS/MS quanto pela analise de MALDI MSI. Na analise solGvel, esse composto
foi encontrado no grupo controle (15,6 ng/cérebro) e REP (41,4 ng/cérebro), e o teste
estatistico indicou que houve um aumento significativo desse composto no grupo REP
em relacdo ao controle (p<0,05), conforme citado anteriormente. Nessa abordagem os
valores quantitativos absolutos obtidos representam a média das concentragdes globais

obtidas para um determinado composto no cérebro das abelhas. Os dados de MALDI



126

MSI sugerem que para alguns compostos, tais como a putrescina, as variagdes na
concentragdo ocorram em centros nervosos especificos.

Na figura 22 podemos observar que a concentragdo relativa da putrescina
diminui na lébula direita, calice lateral direito, lobo antenal direito, calice medial
esquerdo, célice lateral esquerdo, I6bula esquerda e medula esquerda; por outro lado, a
concentracdo relativa desse composto aumenta no célice medial direito, pedunculo
direito, corpo central, a-Lobo esquerdo e pedunculo esquerdo. Ao fazermos uma anélise
em conjunto dos resultados obtidos pelas duas estratégias, é possivel inferir ndo sé que a
putrescina aumentou no grupo REP, mas que esse aumento ndo ocorreu em todos 0s
centros nervosos, mas sim em regides especificas do cérebro. Esses resultados sugerem
que a putrescina é importante para o processamento do estimulo ao qual as abelhas
foram submetidas, e que a acdo desse composto é regido-especifica. Além disso, as duas
técnicas utilizadas para o estudo de metabodlitos demonstram-se complementares, e
auxiliam na melhor compreensao dos processos cognitivos em A. mellifera.

De modo geral, a comparacgdo dos dados de MALDI MSI obtidos para o grupo
controle e REP revelam a alteracdo de todos os padrdes de distribuicdo dos metabolitos
estudados, comprovando que o ensaio comportamental ao qual as abelhas foram
submetidas teve efeito no comportamento e na fisiologia desses insetos. Além disso,
esses resultados demonstraram uma grande assimetria na distribuicdo desses
metabolitos no cérebro de A. mellifera, corroborando para a hipdtese de que a
lateralizacdo do sistema nervoso ndo seja apenas uma caracteristica de cérebros mais
complexos, mas também wuma caracteristica dos cérebros menos derivados.
Aparentemente, mesmo 0s cérebros menores e mais simples se beneficiam por quebrar a
simetria entre o eixo “esquerda-direita”. A simplicidade relativa desses organismos faz
deles excelentes modelos experimentais para elucidar mecanismos neurobioldgicos
basicos da assimetria dos cérebros. Nesse contexto, a plataforma de MALDI MSI
desenvolvida apresenta-se como uma ferramenta inovadora e singular para o estudo da

lateralizac&o a nivel molecular no sistema nervoso em abelhas.
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6 CONCLUSOES

Por serem intermediarios nas reacfes bioquimicas, os metabolitos desempenham
funcdo muito importante na conexdo de diferentes vias metabdlicas, e fazem parte dos
sistemas regulatdrios que operam dentro das células. Uma vez que a metaboldmica
reflete diretamente o estado fisioldgico, como resultado da interacdo do genoma com o
ambiente, e fornece grande conhecimento sobre o funcionamento celular, ela pode ser
considerada uma ferramenta poderosa e Util para estudar o metabolismo e fisiologia dos
organismos vivos. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo a
investigacdo do perfil metabolomico de abelhas submetidas e ndo submetidas ao
experimento de reflexo da extensdo da probdscide, na tentativa de compreender as
transformacfes moleculares que ocorrem no cérebro desses insetos durante o
reconhecimento de odor (glicose — estimulo ndo condicionado) e associacao desse odor
com um comportamento reflexo (extensdo da probdscide).

Para a anélise do perfil global de metabdlitos foram criadas duas bibliotecas de
compostos de baixas massas moleculares caracteristicos de cérebro de insetos; além
disso foi padronizado o uso do sistema LC-ESI-MS e MS? para a analise dos extratos de
cérebros. Essa abordagem mostrou-se extremamente eficaz, pois permitiu a
identificacdo e quantificacdo de 48 metabdlitos presentes no cérebro desses insetos.
Além disso, foi desenvolvida uma plataforma analitica de MALDI MSI que permite a
localizacdo (distribuicdo espacial) e semi-quantificacdo de metabdlitos no cérebro de A.
mellifera. Esse novo método envolveu a otimizacdo dos métodos de preparacdo de
amostra, seguido pela reprodutivel e uniforme deposicdo de padréo interno de baixa
massa molecular (2-FEA) nas seccbes de cérebro de abelha, utilizando a impressora
quimica ChIP-1000; essa metodologia permitiu a comparacdo mais precisa entre
diferentes amostras analisadas.

De modo geral, no presente estudo o ensaio de REP parece agir como gatilho de
algumas cascatas neurais. Ao tocar a antena com a solucéo de sacarose, as moléculas de
carboidrato se ligam aos receptores especificos na antena, causando uma série de
transformacdes metabolicas, atraves da transducdo de sinais, que provavelmente foram
importantes para coordenar o reconhecimento da molécula de sacarose, e associar esse
odor com um comportamento reflexo para a extensdo da proboscide (estimulo ndo

condicionado).
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Através dos dados obtidos pode-se inferir que os individuos do grupo REP
apresentaram intensa atividade cerebral, alto gasto energético, intensa sinalizacdo
quimica e a ativacdo de algumas cascatas metabolicas especificas. As seguintes
diferencas foram encontradas: a auséncia de glicose no grupo REP indica que essa
molécula tenha sido consumida, provavelmente no fornecimento de energia adicional ao
cérebro e como substrato para a sintese de novos neurotransmissores; esse resultado
sugere intensa ativagdo neuronal nos individuos do grupo REP. A uracila, encontrada
exclusivamente no grupo controle, provavelmente foi consumida nos individuos do
grupo REP nos processos de sintese de RNA. A fenilalanina foi encontrada apenas no
grupo REP, o que pode estar relacionado com a sintese do neurotransmissor dopamina
nesses individuos. A betaina, encontrada exclusivamente no grupo REP, provavelmente
foi originada através da oxidacao da colina; esse metabdlito pode ser importante para
esses individuos por fornecer as células nervosas um estogue de grupos metil e por atuar
como osmolito intracelular. O amino&cido serina, presente exclusivamente no grupo
REP, provavelmente esta envolvido com o metabolismo energético e metabolismo de
outros aminoacidos nesses individuos. A asparagina, encontrada em maior concentracdo
no grupo REP, provavelmente foi sintetizada biologicamente devido ao aumento na
demanda desse aminoéacido para a sintese proteica nesses individuos. A guanosina
monofosfato presente em maior concentracdo nos individuos do grupo REP sugere que
esse nucleotideo tenha sido sintetizado, possivelmente devido ao aumento na demanda
desse composto para a sintese de RNA, o que levaria a mudancas na sintese de proteinas
no cérebro desses individuos.

Além desses resultados foi possivel observar que a arginina, presente em
maiores concentracfes no grupo controle, foi consumida na rota metabdlica da arginina
e prolina no cérebro dos individuos do REP. Nesses individuos, a arginina foi
catabolizada originando creatina, 4-guanidinobotanoato, putrescina e espermidina. O
aumento na concentracdo do 4-guanidinobotanoato e putrescina provavelmente esta
relacionada com a producdo do neurotransmissor GABA. Além disso, a putrescina
também parece originar espermidina nos cérebros dos individuos do grupo REP, onde
essas moléculas atuariam na neurogénese e na diferenciacdo neuronal, conferindo maior
plasticidade celular a essas abelhas. As imagens geradas por espectrometria de massas
da putrescina mostraram que 0 maior aumento na concentracdo da putrescina ocorreu na
regido dos lobos antenais, sugerindo um possivel envolvimento dessa molécula no

processamento de informagdes do odor de sacarose captados pelas antenas. A creatina,
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encontrada apenas no grupo REP, possivelmente foi originada da conversdo de arginina
em guanidinoacetato, e de guanidinoacetato em creatina; isso provavelmente ocorreu
devido ao aumento na atividade cerebral desses individuos e consequente diminui¢do na
quantidade de ATP disponivel para os neurdnios, onde a creatina agiria como
reservatorio energético e teria a funcdo de aumentar o desempenho do cérebro. Esse
processo parece ter sido acentuado devido a deplecéo de glicose, e consequentemente de
ATP disponivel no cérebro.

As imagens geradas por espectrometria de massas revelaram uma grande
assimetria na distribuicdo dos metabolitos estudados em quase todas as regifes do
cérebro das abelhas, corroborando com dados da literatura que sugerem a lateralizacdo
no cérebro desses insetos, que é caracterizada por diferentes especializagdes funcionais
e/ou estruturais entre lados direito e esquerdo do cérebro. Embora tenha sido encontrado
assimetria na distribuicdo dos metabolitos em quase todas as regides do cérebro das
abelhas, essa assimetria ficou ainda mais evidente na regido dos lobos antenais direito e
esquerdo. A comparacgéo entre os dados de MALDI MSI entre o grupo controle e REP
revelaram que compostos como o acido cainico, putrescina, espermina, epinefrina,
serotonina e a tiramina sofreram uma diminuicdo de concentracdo em um dos lobos
antenais, enquanto que no outro lobo, observou-se 0 oposto para 0 mesmo composto.
Compostos como o GABA, 1,3-Diaminopropano e norepinefrina foram identificados
apenas em um dos lobos antenais. Provavelmente a assimetria entre o eixo “esquerda-
direita” encontrada auxilia na otimizacdo do circuito neural e no processamento de
informagdes. Nesse contexto, a plataforma de MALDI MSI desenvolvida no presente
trabalho apresenta-se como uma ferramenta inovadora e singular para o estudo da
lateralizacdo a nivel molecular no sistema nervoso em abelhas.

As duas estratégias desenvolvidas no presente trabalno mostraram-se
complementares e de fundamental importancia para a compreensdo da cognicdo em
cérebro de abelhas. Alem disso, essas estrategias podem ser aplicadas no estudo de
outras questdes bioldgicas de natureza cognitiva em abelhas, bem como em outros
organismos. Perante este cenario, estudos que visem, por exemplo, a compreensdo do
processo de memdria e aprendizagem em abelhas podem ser melhor investigados e

descritos.
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ANEXO |

CURVAS DE CALIBRACAO
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Resp Curve Coefficients
X108 y = 822232 203400 x + 0.000000
R = (0.997324
15
L]
1.0
05
L]
nn;
ono o0z o004 0.06 0.08 010 012 014 Hg/pL Conc

Figura S1. Curva de calibracdo obtida para o composto 1,3-diaminopropano.

Resps. Curve Cosfficients
x10 y = 5087926.875000 x + 0.00000C
R = (.8988656
10
08
0B
04
0z
]
nn;
n.oo 0.02 004 0.06 0.08 010 012 014 pg/uL Conc

Figura S2. Curva de calibracdo obtida para o composto 2-feniletilamina.

Fiesp. Curve Coefficients
X108 y = 1871506.343750 x + 0.000000
R = (008227

nn
0.oo 0.0z 004 0.06 008 010 niz 014 pg/pl Conc

Figura S3. Curva de calibracéo obtida para o composto &cido ascérbico.
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Resp Curve Coefficients
g y = 4099741421875 x + 0.000000
R = 0998423

n
0.o0 0oz o0n4 0.06 nog o0 01z 014 ug/uL Conc

Figura S4. Curva de calibracdo obtida para o composto acido aspartico.

Fesp Curve Coefficients
04 y = 338728541887 x + 0.000000
R = .883520
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Figura S5. Curva de calibragéo obtida para o composto &cido caféico.

Resp. Curve Cosfficients
x10° y = 1584874.191406 x + 0.000000
R =(.888537

20

05

nn
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Figura S6. Curva de calibracdo obtida para o0 composto acido cistéico.
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Fesp Curve Coefficients
X105 y = 3009591.875000 x + 0.000000
R = 0887543
[
4
2
L]
n;
0.00 0oz 004 0.06 0.08 nin 01z 014 pg/uL Conc
Figura S7. Curva de calibracéo obtida para o composto acido glutamico.
Fesp. Curve Cosefficients
X108 vy = 130014144531 » + 0.000000
R = 0.889951
1.2
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Figura S8. Curva de calibragéo para o composto acido &cido 3,4-hidroxifenilacético.
Fesp. Curve Cosfficients
x108 y = T4766686.781250 » + 0.000000
R = 0.888669
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Figura S9. Curva de calibracdo obtida para o composto acido 4-hidroxifenilacético.
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Resp Curve Coefficients
i y = 4730558.572917 » + 0.000000
R =(.888939

n
0.ao ooz no4 0.06 n.0s 010 01z 014 pg/pL Conc

Figura S10. Curva de calibracdo obtida para o composto acido 5-hidroxiindolacético.

Resp Curve Coefficients
x108 y = 4317545723958 x + 0.000000
R = 0.888223
0.5
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L]
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nn
0.00 002 0.04 0.06 0.08 010 012 014 |g/uL Conc

Figura S11. Curva de calibragdo obtida para o composto acido indolacético.

Pesp. Curve Cosfficients

#108 y = 16834174.302083 x + 0.000000
R =0.988112
4
3
2
1
n
0.00 0oz 0.04 0.06 0.08 010 01z 014 g/l Conc

Figura S12. Curva de calibracdo obtida para o composto acido cainico.
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Fesp. Curve Cosfficients
x1nd y = 45232.231445 x + 0.000000
R = 0.889662

0o 0z 0.4 06 08 10 ug/uL 1.2Conc.

Figura S13. Curva de calibracdo obtida para o composto acido maléico.

Resp Curve Coefficients
x10° y = 3714042 354167 x + (.000000
R =0.999448

n;
0.00 0.0z 0.04 0.06 0.08 010 01z 014 pg/uLConc

Figura S14. Curva de calibracdo obtida para o composto adenosina difosfato.

Resp Curve Coefficients
x108 y = 24755875.187500 x + 0.000000
R = 3.688082
&
4
2
n
0.00 002 004 0.06 0.08 010 012 014 g/uL Conc

Figura S15. Curva de calibracdo obtida para o composto adenina.
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Fesp Curve Coefficients
x108 y = 21477023.479167 » + 0.000000
R = 0.999827

nn

0.oo onz o0n4 008 n.os 010 01z 014

Figura S16. Curva de calibragdo obtida para o composto adenosina monofosfato ciclica.

ug/ul_ Conc.

Resp Curve Coefficients
108 y = 20175839. 791667 x + 0.000000
R = 0.888787
25
20
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0.00 0.0z 0.04 0.06 008 0.10 0.1z 014 pg/pL Conc
Figura S17. Curva de calibracdo obtida para o composto adenosina 5-monofosfato.
Fiesp Curve Coefficients
x108 y = 2861324 8868021 x + (0.000000
q R =1.888345
3
2
1
n
0.00 ooz 004 0.06 0.08 o010 012 014 ug/uL Conc

Figura S18. Curva de calibracdo obtida para o composto adenosina.
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Resp Curve Coefficients
i y = 120756466227 x + 0.000000
R = (1.998445
3
2
1
n;
0.00 0.0z 0.04 0.06 0.08 nin niz 0.14 ug/uL Cane.
Figura S19. Curva de calibracdo obtida para o composto alanina.
Fesp Curve Coefficients
ﬁ@g y = 10196039, 161458 x + 0.000000
’ R = (0.999805
1.25
1.00
075
0.50
025 °
nnn;
0.00 0oz 0.04 0.06 008 nin 012 014 ug/pLCD"C-
Figura S20. Curva de calibracdo obtida para o composto arginina.
Resp Curve Coefficients
0% y = 1340524 522135 » + 0.000000
. R = (.999341
4
3
2
1
ﬂ\
0.o0 0oz 0.04 0.06 0.08 010 01z 014 pg/pL Conc

Figura S21. Curva de calibracdo obtida para o composto asparagina.
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B3, Cunve Coefficients
Aok v = 27975314.672912 x + 0.000000
4 R = 0.939563

n
n.oo 0.0z 004 0.06 0.0a 010 niz 014 Hg/UL Cone

Figura S22. Curva de calibragdo obtida para o composto betaina.

Resp. Curve Coefficients
x10° y = 1448831.525000 x + 0.000000
o0 R = (888752

nn
0.ao no2 004 0.06 008 010 012 014  pg/pL Conc

Figura S23. Curva de calibracdo obtida para o composto cadaverina.

Resp Curve Coefficients
108 y = 8182604 723858 x + 0.000000
R =10.8497575
25
20
15
1.0 .
05
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0.00 0.02 004 0.05 0.08 01 012 014  pg/uL Conc

Figura S24. Curva de calibracdo obtida para o composto citosina.
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Fesp Curve Coefficients
il y = 1980662605488 x + 0.000000

4 R = 0.885044

3

2

.

1

ﬂ‘

0.o0 0oz 0.04 0.06 0.08 010 012 014 pg/ulL Conc.

Figura S25. Curva de calibracdo obtida para o composto dopamina.

Fesp. Curve Coefficients
x108 ¥ = 414770.906901 x + 0.000000
30 R =10.888115

25

2n

05

nn;

00 01 02 03 4 05 pg/uL 06 Canc

Figura S26. Curva de calibracdo obtida para o composto epinefrina.

Resp Curve Coefficients
i y = 143083524 666667 x + (.000000
R = 0.999516

2n

05

nn;

0.00 0.0z 0.04 0.06 0.08 010 niz 014 pg/pLCone

Figura S27. Curva de calibracdo obtida para o composto espermidina.
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Resp. Curve Cosfficients
108 y = 11131481.510417 x + 0.000000
R = 0.888547

125

100

0.78
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“ﬂuﬂbu 0.0z 0.04 0.06 008 010 niz 014 pg/uL Conc
Figura S28. Curva de calibracdo obtida para o composto espermina.
Resp Curve Cosfficisnts
X108 y = 18562930.913364 x + 0.000000
R = 0888263
3
L]
2
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n
0.00 0.0z 0.04 0.06 0.08 IR1) 012 014 pg/uLCDND
Figura S29. Curva de calibracdo obtida para o composto fenilalanina.
Resp Curve Coefficients
%108 y = 4436602 984375 x + 0.000000
1.2 R = (999195
1.0
08
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nn;
0.0 0.0z 0.04 0.06 0.08 010 0.1z 0.14 pg/uL Conc.

Figura S30. Curva de calibracdo obtida para o composto GABA.
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Fesp Curve Coefficients
x10% y = 18741.743164 x + 0.000000
R =0.887317
125
1.00
0.75
0.50
*
0.25
nnn;
0.00 0.25 050 0.75 1.00 125 150 1.75 200 225 pg/uL Conc
Figura S31. Curva de calibracdo obtida para o composto glicina.
Fesp Curve Coefficients
X105 y = 8857381372370 x + G.000000
R =0.873872
1.0 *
0.6
0.6
0.4
*
0z
nn;
0.00 0oz 0.04 0.06 0.08 nin niz 014  pg/pL Conc.
Figura S32. Curva de calibracdo obtida para o composto glicose.
Fesp Curve Coefficients
X105 y = 3583696.320313 x + 0.000000
5 R = 0.887837
*
4
3
L)
2
L]
1
n;
0.00 0oz 0.04 0.06 0.08 nin niz

Figura S33. Curva de calibracdo obtida para o composto glutamina.

014 pg/pL Conc,
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Resp Curve Coefficients

x108 y = 9385730760417 x + 0.000000
R = 0.999822
128
1.00
075

050

0.25

nn;
0.00 0.0z 0.04 0.06 0.08 nin 0.1z 014 pg/uL Conc.

Figura S34. Curva de calibragdo obtida para o0 composto guanina.

Resp. Curve Coefficients
x108 y = 4546688 984375 x + 0.000000
150 R = 0.884980

125

100

075

050

025

nnn

non ooz 0n4 0.06 008 o0 01z 014 pg/pL Cone:

Figura S35. Curva de calibracdo obtida para o composto guanosina.

Resp Curve Coefficients
xiod y = 292449 236328 x + 0.000000
R = (0998137

B

4

2 .

n:

0.00 0.0z 0.04 0.06 0.08 0.10 niz 014 pg/pL Conc.

Figura S36. Curva de calibracdo obtida para o composto guanosina difosfato.
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Resp Curve Coefficients
waS ¥ = 3011202 569271 x + 0000000
R = .999308
]
4
2
n;
0.00 0.02 004 0.06 008 010 niz 014 MO/ML Conc

Figura S37. Curva de calibracdo obtida para o composto guanosina monofosfato.

Resp. Curve Coefficients
104 y = 93158.471273 x + 0.000000
R = (0.885028

125

100

075

0E0

025

nnn
0.o0 0oz no4 0.06 008 010 012 014 pg/uL Canc.

Figura S38. Curva de calibracdo obtida para o composto guanosina trifosfato.

Resp Curve Coefficients
x108 y = 8687272 197917 ¥ + (1000000
R = 0.998402
20
15
1.0
-
0s
nn
0.00 002 0.04 0.06 008 010 012 014 pg/pL Cone

Figura S39. Curva de calibragdo obtida para o composto hidroxitriparginina.
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Resp Curve Coefficients
x108 y = 11083225 687500 x + 0.000000
2 R = 0998124
15
1.0
-
0.5
L]
nn
0.00 00z 0.04 0.06 0.08 o010 012 014 ug/uLCnn:
Figura S40. Curva de calibragdo obtida para o composto histamina.
Resp Curve Coefficients
108 y = 20452858 312500 x + 0.000000
8 R = 0093473
B
4
L]
2
n;
0.o0 0oz 0.04 0.06 0.08 0.10 niz 014 pg/pL Conc.
Figura S41. Curva de calibragéo obtida para o composto histidina.
Fesp Curve Coefficients
ali y = 10819598.718750 x + 0.000000
R = (.998953
25
20
15
10
L]
05
nn
o.oo 0.0z 0.04 0.08 ong IRI) 01z 014 HQ/PL Conc.

Figura S42. Curva de calibracdo obtida para o composto hidroxiprolina.
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Resp Curve Coefficients
108 y = 18387326.500000 x + (+.000000
R =0.888178
.
20
15
10
L]
05
nn;
0.00 0.02 0.04 0.06 008 010 01z 014 pg/pL Conc

Figura S43. Curva de calibracdo obtida para o composto isoleucina.

Resp.
x108

150

125

100

075

0E0

025

0n;

Curve Cosfficients
¥ = 11657272 488583 x + 0.000000
R =0.888710

0.o0

noz no4 0.06 nos o0 o1z 014 pg/pL Conc

Figura S44. Curva de calibracdo obtida para o composto leucina.

Fiesp. Curve Coefficients
«108 y = 13825543 750000 % + 0.000000
R =0.992109
30
25
20
L]
15
1.0
0.5
nn;
0.0 0.0z 0.04 0.06 0.08 0.10 niz 014 pg/pL Canc.

Figura S45. Curva de calibracdo obtida para o composto lisina.
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Resp Curve Coefficients
x10 y = 11609916.510567 x + 0.000000

4 R = 0.999545

3

2

1

n;

0.00 002 0.04 0.08 0.08 010 012 014 pg/uL Conc

Figura S46. Curva de calibragdo obtida para o composto manose.

Fesp. Curve Coefficients
108 y = 11500345 681306 x + 0000000
R = 0.998335
20
15
L]
10
05
-
nn
0oo 0.0z 0.04 0.06 008 010 012 014  pg/uL Conc

Figura S47. Curva de calibracéo obtida para o composto metionina.

Fesp. Curve Cosfficients
i y = 55381453 458333 x + (0.000000
R = 0989795

n
non ooz o0n4 006 008 o0 01z 014 pg/pL Conc.

Figura S48. Curva de calibracdo obtida para o composto nicotina.
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Resp Curve Coefficients
108 ¥ = 4372685 518229 x + (1000000
R = 0.685548

n;
0.00 0.0z 0.04 0.06 0.08 AN 0.1z 014 pg/pL Conc.

Figura S49. Curva de calibracdo obtida para o composto octopamina.

Resp. Curve Coefficients
X108 y = 24471717 200000 x + (000000
R =0.884378

n

0.00 0.05 o010 015 0.20 0.25 pg/uL Conc.
Figura S50. Curva de calibracéo obtida para o composto polibiosideo.
Resp Curve Coefficients

x108 y = 8403351.000000 x + 0.000000
R = 0.888785

4

3

2

L]

1

ﬂ‘

0.o0 0.0z 004 0.06 0.08 0.10 01z 014  pg/pL Conc

Figura S51. Curva de calibracdo obtida para o composto prolina.
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Fesp. Curve Coefficients
108 y = 3138008750000 x + (.000000
R =0827737
08
0B
04
L]
0z
nn;
0.o0 0.0z 0.04 0.06 0.08 0.10 0.1z 014 pg/uL Conc

Figura S52. Curva de calibracdo obtida para o composto putrescina.

Fiesp Curve Coefficients
i y = 70871.003806 x + 0.000000
& R =10.888974

0D 0z 04 06 [ik] 10 pg/uL 12 Canc

Figura S53. Curva de calibracdo obtida para o composto sacarose.

Resp Curve Coefficients
x10° y = 373027 226563 x + C.000000
R = 3.888320
[
4
L]
2
n;
0o 02 0.4 06 08 1.0 Mg/UL 1.2 Conc

Figura S54. Curva de calibracdo obtida para o composto serina.
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Resp Curve Coefficients
x108 y = 12117367.343750 » + 0.000000
R =(.888774
15
1.0
0.5
nn;
0.00 0.0z 0.04 0.06 0.08 010 niz 014 pg/uL Conc

Figura S55. Curva de calibracdo obtida para o composto serotonina.

Resp. Curve Cosfficients
x108 y = 2925078.945313 x + 0000000
R = 0.887326
08
i
04
L]
o2
nn
nnn oz 004 006 008 n1n 01z 014 pg/uL Conc

Figura S56. Curva de calibracdo obtida para o composto taurina.

Fesp Curve Coefficients
10k v = 11452731.302083 x + 0.000000
R =(.0089163
15
10
05
.00 o0z 0.04 0.06 0.08 010 012 074 pg/uL Canc

Figura S57. Curva de calibracdo obtida para o composto timina.
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Fesp Curve Coefficients
103 y = 5883375.677083 x + 0.000000
R = 0.897650
L]
6
4
2
n;
0.00 002 0.04 0.06 0.08 010 012 074 Hg/uL Conc

Figura S58. Curva de calibracdo obtida para o composto tiramina.

Resp. Curvs Cosfficients
108 y = 8228518546875 x + 0.000000
20 R = 0.980593
15
L]
1.0
05
nn
0oo 0.0z 0.04 0.06 0.08 010 012 014  pg/pL Conc

Figura S59. Curva de calibracdo obtida para o composto tirosina.

Resp Curve Coefficients
i y = 662480.575504 x + 4508.540353
R = 0.999556

0.00 n.0z 0.04 0.08 0.08 AN 01z 0.14 ug/uL Conc.

Figura S60. Curva de calibracdo obtida para 0 composto treonina.
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Resp. Curve Coefficients
x108 y = 10412243 625000 % + 0000000
R =0.997814
15
10
L]
05
-
nn;
0.00 002 0.04 0.06 003 010 012 014 pg/ul Canc

Figura S61. Curva de calibragdo obtida para o composto tripargina.

Fesp. Curve Coefficients
x108 y = 10579447 552083 x + 0.000000

20 R = 0.888150

15

10

L]
05
&
nn
0oo 0.0z 004 0.06 0.08 010 012 014 Hg/L Conc

Figura S62. Curva de calibracdo obtida para o composto triptofano.

Fesp. Curve Cosfficients
x108 y = 1856194726563 x + (.000000
v R = (.889203

20

0s

nn
non ooz o0n4 0.0 0.08 010 01z 014 pg/uL Conc

Figura S63. Curva de calibracdo obtida para o composto uracila.
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Resp Curve Cosfficisnts
X105 y = 3724148.354167 x + 0.000000
R = 0.883485
3
*
2
1 L]
L)
n;
0.00 0.01 0.0z 0.03 0.04 0.0% 0.06 007 Conc
Mg/uL
Figura S64. Curva de calibragdo obtida para o composto uridina.
Fesp Curve Coefficients
X108 v = 38816803 450521 » + 0.000000
R = 3.885026

g

[

4

2 L]

L]

n.

0.00 0.0z 0.04 0.06 0.08 010 01z 014 Conc
Mg/uL

Figura S65. Curva de calibracéo obtida para o composto valina.
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ANEXO Il

Imagens Geradas por Espectrometria de Massas dos
Metabdlitos
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CONTROLE

4-Guanidinobutanoato

m/z 146.09 m/z 146.09

Figura S66. Imagens geradas por espectrometria de massas do 4-guanidinobotanoato identificadas em
cérebros de abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader
v0.05. Essas imagens foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 146.09, na forma ([M+H]*).

CONTROLE

Acetilcolina

Intensidade

m/z147.20 m/z 147.20

Figura S67. Imagens geradas por espectrometria de massas da acetilcolina identificadas em cérebros de
abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader v0.05. Essas
imagens foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 147.20, na forma ([M+H]*).

CONTROLE

Acido Aspartico

m/z134.11 m/z 134.11

Figura S68. Imagens geradas por espectrometria de massas do acido aspartico identificadas em cérebros
de abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader v0.05.
Essas imagens foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 134.11, na forma ([M+H]").

Intensidade

Intensidade



169

CONTROLE

Acido Glutamico

Intensidade

m/z 148.11 m/z 148.11

Figura S69. Imagens geradas por espectrometria de massas do acido glutamico identificadas em cérebros
de abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader v0.05.
Essas imagens foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 148.11, na forma ([M+H]").

CONTROLE

Asparagina

Intensidade

m/z 133.06 m/z 133.06

Figura S70. Imagens geradas por espectrometria de massas da asparagina identificadas em cérebros de
abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader v0.05. Essas
imagens foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 133.06, na forma ([M+H]*).

CONTROLE

Betaina

Intensidade

m/z 117.07 m/z 117.07

Figura S71. Imagens geradas por espectrometria de massas da betaina identificadas em cérebros de
abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader v0.05. Essas
imagens foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 117.07, na forma ([M+H]").
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CONTROLE

Creatina

Intensidade

m/z132.07 m/z132.07

Figura S72. Imagens geradas por espectrometria de massas da creatina identificadas em cérebros de
abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader v0.05. Essas
imagens foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 132.07, na forma ([M+H]*).

CONTROLE

Espermidina

Intensidade

m/z 146.25 m/z 146.25

Figura S73. Imagens geradas por espectrometria de massas da espermidina identificadas em cérebros de
abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader v0.05. Essas
imagens foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 146.25, na forma ([M+H]*).

CONTROLE

Espermina

Intensidade

m/z203.34 m/z 203.34

Figura S74. Imagens geradas por espectrometria de massas da espermina identificadas em cérebros de
abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader v0.05. Essas
imagens foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 203.34, na forma ([M+H]").
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CONTROLE

Intensidade

m/z104.12 m/z 104.12

Figura S75. Imagens geradas por espectrometria de massas do GABA identificadas em cérebros de
abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader v0.05. Essas
imagens foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 104.12, na forma ([M+H]*).

CONTROLE

N-Acetil-L-Glutamato
5-Semialdeido

m/z 174.07 m/z 174.07
Figura S76. Imagens geradas por espectrometria de massas do N-acetil-L-glutamato 5-semialdeido
identificadas em cérebros de abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o

algoritmo MSiReader v0.05. Essas imagens foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 174.07,
na forma ([M+H]").

CONTROLE

Norepinefrina

Intensidade

m/z170.16 m/z170.16

Figura S77. Imagens geradas por espectrometria de massas da norepinefrina identificadas em cérebros de
abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader v0.05. Essas
imagens foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 170.16, na forma ([M+H]").

Intensidade
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CONTROLE

Octopamina

Intensidade

m/z154.18 m/z154.18

Figura S78. Imagens geradas por espectrometria de massas da octopamina identificadas em cérebros de
abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader v0.05. Essas
imagens foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 154.18, na forma ([M+H]*).

CONTROLE

Serina

Intensidade

m/z 106.05 m/z 106.05

Figura S79. Imagens geradas por espectrometria de massas da serina identificadas em cérebros de
abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader v0.05. Essas
imagens foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 106.05, na forma ([M+H]*).

CONTROLE

Uracila

Intensidade

m/z 113.03 m/z113.03

Figura S80. Imagens geradas por espectrometria de massas da uracila identificadas em cérebros de
abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader v0.05. Essas
imagens foram geradas a partir da molécula protonada m/z 113.03, na forma ([M+H]").
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CONTROLE

Histamina

Intensidade

m/z112.14 m/z112.14

Figura S81. Imagens geradas por espectrometria de massas da histamina identificadas em cérebros de
abelhas A. mellifera através da técnica MALDI MSI, utilizando-se o algoritmo MSiReader v0.05. Essas
imagens foram geradas a partir da molécula protonada de m/z 112.14, na forma ([M+H]*).

BSc. Marcel Pratavieira

Prof. Dr. Mario Sergio Palma (Orientador)



