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Resumo

As glandulas pos-faringeas estdo presentes em todas as formigas e em algumas
vespas solitarias. Localizam-se dorso-lateralmente na transicédo entre a faringe e o esdfago
e sua morfologia é variavel entre os diferentes grupos de Formicidae, podendo apresentar-
se na forma lobulada ou digitada. As funcdes atribuidas a essas glandulas séo passiveis de
discussdo. Sao consideradas por diferentes autores como cecos gastricos, diverticulo do
trato digestorio, como produtoras de feromdnios ou de hidrocarbonetos cuticulares. Novas
evidéncias tem dado suporte a fungédo dessas glandulas na ingestédo e retencéo de lipidios.
Com isto em vista, o presente trabalho teve como objetivo identificar as proteinas
expressas nas glandulas pés-faringeagttie sexdens rubropilosa buscando ampliar o
conhecimento sobre uma possivel funcédo destas glandulas no metabolismo de lipidios por
meio da comparacdo das proteinas diferencialmente expressas nas glandulas de formigas
em trés estagios alimentares: rainhas que ndo receberam nenhum tipo de tratamento
alimentar e rainhas que receberam 6leo de soja como suplementacéo lipidica, analisadas 4
e 120 horas apos o tratamento. A utilizacdo da abordagem prote6mica envolveu técnicas de
eletroforese bidimensional, estratégia shotgun e espectrometria de massas. Para a analise
dos resultados obtidos foram usadas diferentes ferramentas de bioinformatica para a
identificacdo das proteinas e esclarecimento de suas func¢fes. O algoritmo utilizado para
pesquisa nos bancos de dados foi 0 MASCOT lon Search versdo 2.0 e os bancos de dados
foram o Protein Data Bank, SwissProt e o GenBank. Foram identificadas 33 proteinas a
partir do extrato de glandulas pos-faringeas de rairkites sexdens rubropilosa,
envolvidas em diversas fun¢cdes como metabolismo de lipidios, energético e de esteroides,
bem como com os mecanismos de defesa, regulacdo metabdlica, transducdo de sinal e
restauracdo do citoesqueleto e proteinas de membrana. A expressdo das proteinas
relacionadas ao metabolismo de lipidios foi maior no grupo de formigas tratadas com 6leo
e dissecadas apos 120 h em relacdo aos grupos sem tratamento e tratado com 6leo 4 h.
Estes dados sugerem que possivelmente a metabolizacdo dos lipidios, que envolveria a
degradacéo lipidica e o transporte dos derivados resultantes via lipoforinas para outros
orgaos ou tecidos de armazenamento ocorre horas depois das primeiras 4 h apos a
aplicacdo do tratamento. O alto teor de lipidios nas glandulas pés-faringeas provocou
aumento de expressao de proteinas envolvidas com mecanismos de defesa celular em
resposta ao estresse oxidativo e diferencas na expressdo de proteinas envolvidas com a
restauracao do citoesqueleto. Os resultados encontrados neste estudo ndo sugerem que as
glandulas poés-faringeas possuam um papel relevante da producdo de energia. No entanto,
indicam a importancia dos lipidios no metabolismo de esterdides nas glandulas pos-
faringeas. Mais estudos sdo necessarios para revelar completamente as fungbes e o
significado biolégico dessas estruturas estarem presentes somente nas formigas e em
algumas vespas solitarias, suas precursoras filogenéticas.

Palavras-chave:formiga cortadeira, analise prote6mica, espectrometria de massas,
lipidios.



Abstract

The post-pharyngeal glands are present in all ants and some solitary wasps. These
glands are located laterally in the back of the head, between the pharynx and esophagus,
and their morphology varies among different groups of Formicidae. They may present
themselves as lobulated or typed. The functions assigned to these glands are open to
discussion, and are considered by different authors as gastric caeca, diverticulum of the
digestive tract or as producer of pheromones or cuticular hydrocarbons. New evidence has
supported the function of these glands to be in the intake and retention of lipids. The
present study aimed to identify the proteins present in the post-pharyngeal glatids of
sexdens rubropilosa seeking to expand knowledge about a possible function of these
glands in the metabolism of lipids by comparing the differentially expressed proteins in the
glands of ants food in three stages: queens who did not receive any treatment, and queens
who received soybean oil as lipid supplementation analyzed 4h and 120h after treatment.
Using the proteomic approach involving two-dimensional electrophoresis techniques,
strategy and shotgun mass spectrometry. To analyze the obtained results various
bioinformatics tools were used for protein identification and clarification of their duties.
The algorithm used to search the databases was the MASCOT lon Search version 2.0 and
the databases were the Protein Data Bank, GenBank and SwissProt. In the end, 38
identified proteins were extracted of the post-pharyngeal glanditiaf sexdens
rubropilosa queens, involved in several functions such as metabolism of lipid, energy and
steroids, as well as defense mechanisms, metabolic regulation, signal transduction,
cytoskeleton restoration and membrane protein. The expression of proteins related to lipid
metabolism was higher in the group of ants treated with oil and dissected after 120 h
compared to the untreated groups and the groups treated with oil and dissected after 4 h.
These data suggest that the metabolism of lipids, which involves the degradation and
transport of lipid and its derivatives via lipophorins to other organs or storage tissues,
occurs hours after the first 4 hours of the treatment. The high lipid content in the post-
pharyngeal glands caused increased expression of proteins involved in cellular defense
mechanisms in response to oxidative stress and differences in the expression of proteins
involved in the restoration of the cytoskeleton. The results of this study suggest that the
post-pharyngeal glands don’t have an important role in energy production. However,
suggest the importance of lipids for steroid metabolism in post-pharyngeal glands. More
studies are necessary to fully reveal the functions and the biological significance of why
these structures are only present in ants and in some species solitary wasps, their
phylogenetic precursor.

Key-words: leaf cutter ants, proteomic analyses, mass spectrometry, lipids.
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1 Introducéo

Os insetos do génedita e Acromyrmex constituem o grupo das formigas cortadeiras
por possuirem o habito de cortar e transportar fragmentos vegetais diversos, flores e sementes
para seus ninhos subterraneos para incorporar em seu jardim de fungo (DELLA LUCIA,
1993). De um modo geral estas formigas sdo consideradas benéficas quando em equilibrio
ecologico, pois podam a vegetacao estimulando o crescimento de algumas plantas, auxiliam
na decomposicdo de matéria vegetal, e ainda reviram, arejam e adubam o solo (HAINES,
1978). No entanto, quando ocorrem em ambientes alterados pela atividade humana seja pela
expansdo e desenvolvimento da agricultura ou mesmo pela urbanizacdo, as formigas
cortadeiras podem se tornar pragas causando grandes prejuizos econdmicos, pois sdo capaze
de promover um intenso desfolhamento e destruir grandes areas cultivadas, prejudicando a
agricultura e a silvicultura (DELLA LUCIA, 1993).

Como todos os insetos, as formigas apresentam glandulas associadas ao seu sistema
digestorio, tais como as glandulas mandibulares, hipofaringea e as salivares da cabeca (nas
larvas) e do torax (GAMA, 1985). Além dessas, as formigas apresentam um par de glandulas
pés-faringeas que se localizam dorso-lateralmente na transicdo entre a faringe e o eséfago
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Elas sdo de origem ectodérmica, formam-se durante o
desenvolvimento pos-embrionario a partir de duas evaginacdes dorsais do epitélio faringeal
(JANET, 1905; GAMA, 1985). Até pouco tempo atras, pensava-se que as glandulas pés-
faringeas eram exclusivas dos Formicidae, independente de casta ou sexo (WHEELER, 1926;
DELAGE-DARCHEN, 1976; HOLLDOBLER; WILSON, 1990), mas Herzner e
colaboradores (2007) encontraram essas glandulas em vespas sBliiéardbus triangulum
e outra pesquisa descreve as glandulas pés-faringeAmautex compressa (HERZNER et
al., 2011).

Em Atta sexdens rubropilosa, formiga conhecida popularmente como a sauva-liméao,
as glandulas pos-faringeas apresentam basicamente a mesma constituicdo morfo e
ultramorfoldgica tanto para as rainhas como para as operarias, sendo maiores nas primeiras
(BUENO, 2005). Segundo Almeida-Toledo (1967), elas constam de dois cachos de lobos
digitiformes que se espalham na regido frontal do cérebro, ficando entre este e a tampa
quitinosa da cabeca e terminam em uma estrutura sacular que se estreita num canal levemente
quitinizado, o qual desemboca na parte inicial do intestino anterior. As paredes dos lobos sao

formadas por um epitélio simples de células, as quais podem se encontrar achatadas ou



cilindricas com reentrancias entre elas, o que confere um aspecto ondulado (BUENO, 2005).
O ndcleo é distinto e grande, enquanto que o citoplasma, por sua vez, € rico em organelas,
contém vesiculas e possui granulacdes que se coram pela Hematoxilina de Heidenhain e Azan
(ALMEIDA-TOLEDO, 1967). Segundo Bueno (2005) ha uma cuticula que reveste o limen
na face interna, a qual pode ser divida em trés partes: a) epicuticula fina e elétron densa; b)
exocuticula fibrilar e ¢) endocuticula elétron lucida e adjacente as células epiteliais, como
descrita nas glandulas Benoponera quadriceps (SCHOETERS; BILLEN, 1997).

As funcdes dessas glandulas sdo passiveis de discussdo. Para alguns autores
(MARKIN, 1970 apud VANDER MEER; GLANCEY; LOFGREN, 1982) elas seriam
responsaveis pela alimentacao das larvas. Ja para Caetano, Jaffé e Zara (2002), as glandula:
pos-faringeas funcionariam como um diverticulo do trato digestorio. No entanto, para outros
pesquisadores as glandulas teriam fungcdo de cecos cefalicos ou gastricos (PEREGRINE;
MUDD; CHERRETT, 1973; ZYLLBERBERG; JEANTET, DELAGE-DARCHEN, 1974,
DELAGE-DARCHEN,1976; VINSON; PHILLIPS; WILLIANS,1980; VANDER MEER;
GLANCEY; LOFGREN,1982)

Outras informacg6es afirmam que o conteudo presente na glandula é espécie-especifico
e é sintetizado pela rainha (VANDER MEER apud VANDER MEER; GLANCEY;
LOFGREN, 1982). Soroker e colaboradores (1994) estudaram essas glandulas em
Cataglyphis niger e atribuiram a elas a funcdo de misturar hidrocarbonetos exogenos e
enddgenos, obtidos durante a trofalaxia, criando um odor caracteristico, 0 que seria
importante para a identidade quimica dos membros dessa colénia. Delage-Darchen (1976),
Thompson e colaboradores (1981) e Attygale, Billen e Morgan (1985) chegaram a conclusdes
parecidas ao sugerir que o conteudo glandular € importante na organizacdo da colénia e na
determinacdo de castas, devido também ao habito de trofalaxia. Bagnéres e Morgan (1991)
demonstraram que em varias espécies de formigas as glandulas pés-faringeas contem as
mesmas substancias que sdo encontradas na cuticula, isto €, principalmente hidrocarbonetos
de cadeia longa com o de acidos de cadeia longa e ésteres. No entanto, um estudo da
biossintese de hidrocarbonetos eéataglyphis niger mostrou que alguns lipidios sé&o
sintetizados na glandula, mas n&o hidrocarbonetos (SOROKER; HEFETZ 2000). As
glandulas pos-faringeas poderiam adquirir os hidrocarbonetos da cuticula durante o
comportamento de “grooming” (MORGAN, 2008).

Para Ayre (1963) a presenca de nematoides parasitas da Familia Mermithidae
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990; CAETANO et al., 1990; FALCO, 1992) no limen da
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glandula seria indicio da existéncia de um material alimentar completo, o qual seria
regurgitado para os demais membros da colbnia. Ele afirma que o contetdo da glandula pode
ser um tipo de reserva alimentar para operarias e larvas, mas ndo deve estar associado a
digestdo. Em testes enzimaticos com glandulas pos-faringetss aayrmex octospinosus,

Lofgren e Vander Meer (1986) detectaram baixa atividadeir-dricosidase e esterase,
sugerindo que essas glandulas ndo teriam funcéo digestiva nessas formigas.

No entanto, outros autores (FORBES; MACFARLANE, 1961; DELAGE, 1968)
creditam as glandulas pdés-faringeasGaenponotus pennsylvanicus a digestdo de gorduras
ingeridas, por apresentarem enzimas digestivas no limen, principalmente lipases. E comum
encontrar no lumen destas glandulas um liquido de aspecto oleoso amarelado. Sua origem
estaria ligada diretamente a ingestao de lipidios provenientes da alimentacdo (PEREGRINE;
MUDD; CHERRET, 1973; VINSON; PHILLIPS; WILLIANS, 1980). Caetano (1998)
observou as células glandulares repletas de reticulo liso e de gotas de lipidio e sugeriu que
estas devem representar ou participar da composicdo do complemento nutricional absorvido
pela glandula, fundamental para a sobrevivéncia do individuo.

Estudos toxicolégicos corA. sexdens rubropilosa (SUMIDA, 2007) indicaram uma
possivel via alternativa de ingestdo do principio ativo de iscas formicidas contendo 6leo de
soja como veiculo, confirmando estudos prévios (BUENO, 2005) sobre a acdo das glandulas
pos-faringeas na ingestdo de lipidios. Desta forma as glandulas teriam a capacidade de
separarem seletivamente compostos lipidicos dos n&o lipidicos na porcao final da faringe
destas formigas. Assim, se a quantidade de lipidio ingerido for grande e o sistema néao
conseguir armazenar, o excesso de lipidios se desloca para o papo, mas sem atingir o
ventriculo. Quando ha reducéo do estoque ocorre o retorno pelo eséfago e os lipidios atingem
o limen da glandula (VINSON et al., 1980; BUENO, 2005).

Apesar das formigas em geral, ndo encontrarem disponiveis na natureza grandes
quantidades de lipidios em suas fontes de alimento, diversos trabalhos ja relataram a presenca
destes compostos no interior das glandulas poés-faringeas (JANET 1905; PEREGRINE;
MUDD 1974; BUENO 2005). Para o controle de insetos-praga, como as formigas cortadeiras,
0leos minerais ou vegetais tem sido utilizados em muitos testes como aditivos de pesticidas
ou como sinergistas (HESLER; PLAPP, 1986). Segundo Chapman (1967) o uso do 6leo no
controle destes insetos oferece como vantagens o fato destes organismos serem menos
resistentes aos 0leos; ndo s&o nocivos a saude humana e sdo economicamente mais viaveis

mais faceis de serem obtidos do que os inseticidas comercializados. A toxidade do inseticida é
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acentuada quando o produto quimico é aplicado com 6leo, pois quando este é utilizado como
veiculo ha um aumento do contato do inseticida com a cuticula, dissolvendo a cera
epicuticular, facilitando assim a passagem do inseticida, além de promover a desorganizacéo
da matriz protéica interna da cuticula (MATSUMURA, 1975).

Diante de tantas teorias, a abordagem de novas metodologias pode ser um caminho
para auxiliar na elucidacdo das funcbes dessas glandulas nas formigas. Uma das
possibilidades seria realizar analises das proteinas presentes no conteudo glandular.

As proteinas sdo as biomoléculas mais abundantes nos organismos e ocorrem em
grande diversidade, podendo agir como enzimas, anticorpos, hormoénios, componentes
estruturais, receptores celulares, sendo distribuidas assim em diversos grupos funcionais
relacionados com todos os processos do metabolismo celular. Devido a essa diversidade de
fungBes, elas exercem papel fundamental em muitos fenémenos biolégicos, como produgéo
de energia, defesa imunoldgica, contracdo muscular, atividade neuroquimica, reproducao
(SOUSA; FONTES; RICART, 2002), entre outros. Sao elas que carregam as mensagens dos
genes para controlar as fun¢des de um organismo (LANCAS et al., 2003).

Dada a importancia das proteinas surgiu um novo ramo da ciéncia dentro da Biologia
Molecular denominada Protedmica. Este termo foi inicialmente introduzido em 1995 e
definido como sendo a caracterizacdo em larga escala do conjunto de proteinas expressas em
uma ceélula ou tecido (WILKINS et al. 1997). O surgimento da protedmica esta diretamente
relacionado a necessidade de se investigar o controle da expressdo génica e seus impactos ne
metabolismo celular. Neste aspecto, a proteGmica pode gerar informagdes importantes como:
quais proteinas sdo expressas; niveis e momento de expressao destas proteinas; modificacde
pos-traducionais; diferencas moleculares entre linhagens de células, interacdo génica e
respostas expressas pelas células em diferentes situagées ou tratamentos (SILVA; CORREA;
REIS, 2007).

Um mesmo tipo de célula pode apresentar diferentes perfis protéicos em resposta a
acdo de drogas, infeccdo por patdgenos, poluicdo e diferentes tipos de estresse abidtico
(SILVA; CORREA; REIS, 2007). O estudo da express&o protéica entre amostras que diferem
por uma variavel é conhecido como “Proteoma de Expressdo de Proteinas” (GRAVES,;
HAYSTEAD, 2002). Através desse ramo da Protedmica, Jeong e colaboradores (2003)
identificaram proteinas de tecidos que s&o diferencialmente expressas em ratos que
apresentavam asma alérgica. Este trabalho sugere que essas proteinas sdo eficientes

biomarcadores para o monitoramento quantitativo da progressdo da doenca ou respostas as
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terapias. O Proteoma de Expressao diferencial tem sido utilizado no estudo de outras
doencas, incluindo alguns tipos de cancer (CELIS et al., 1999) e doencas cardiacas (DUNN,
2000).

Uma importante técnica utilizada nesse tipo de estudo é a eletroforese bidimensional
(SDS-PAGE). Com este método, as proteinas sdo separadas por ponto isoelétrico na
focalizacéo isoelétrica, durante a primeira dimensao, e de acordo com sua massa molecular
por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS, na segunda dimensao
(RABILLOUD, 2000; LANCAS et al., 2003; O'FARREL, 1975 apud CHAVES, 2004). Os
perfis de expressdo de proteinas gerados de quaisquer duas ou mais amostras podem se
comparados qualitativa e quantitativamente (GRAVES; HAYSTEAD, 2002).

Juntamente a técnica supracitada, a espectrometria de massas (MS) emerge como uma
tecnologia indispensavel para a interpretacdo da informacdo codificada pelos genes, o
proteoma (CANTU et al., 2008). Como técnica analitica das mais verséateis e das mais
sensiveis, a espectrometria de massas é atualmente uma das ferramentas analiticas valiosas er
diversos estudos nas areas de Biologia, Ciéncias Médicas e Ciéncias Tecnologicas. Por MS é
possivel determinar a massa molecular e quantificar biomoléculas, tais como proteinas,
carboidratos, lipidios e oligonucleotideos, e também fragmenta-las de forma a elucidar sua
estrutura e confirmar sua identificacdo (FERREIRA et al., 2009).

A espectrometria de massas permite a identificacdo de proteinas por uma metodologia
denominada “peptide mass fingerprinting”, a qual é baseada na digestdo da proteina a ser
identificada por uma enzima proteolitica (por exemplo, a tripsina) resultando na fragmentacéo
em peptidios. O espectro de massas dos peptideos oriundos da digestdo enzimatica indica a
relacdo entre a massa e a carg&)(e, por consequéncia, a massa molecular dos peptideos
que formam uma espécie de impressao digital (“peptide mass fingerprinting” ou PMF) da
proteina (SOUSA; FONTES; RICART, 2002). Os peptideos previamente detectados durante
o PMF (chamados de ions precursores) podem ser isolados e submetidos a fragmentacao por
colisdo com moléculas de um gas inerte, tal como argbnio, nitrogénio ou hélio, O espectro
obtido € chamado espectro de fragmentacdo ou MS/MS. Softwares especiais permitem
comparar o PMF da proteina que queremos identificar, bem como a informacéo relativa a
sequéncia de aminoacidos dos peptideos, contida nos espectros de fragmentacdo (MS/MS),
com os dados gerados teoricamente para todas as sequéncias de proteinas presentes ng
bancos de dados. (CANTU et al., 2008).
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Para compreender melhor esta técnica, um espectrébmetro de massas é composto de
cinco principais componentes: sistema de injecdo de amostra, fonte de ions, analisador,
detector e processador de dados. Um tipo de equipamento muito utilizado atualmente para
analise de macromoléculas biologicas € o que tem como fonte de ions o tipo MALDI (do
inglés, matrix-assisted laser desorption/ ionization) (PANDEY; MANN, 2000). Com este
método a amostra analisada € misturada com uma matriz, que geralmente trata-se de um
composto organico de baixa massa molecular, que vai co-cristalizar com a amostra. Desta
forma, a presenca da matriz protege o analito, transferindo parte da energia vinda do laser
utilizado como fonte de dessorcéo e ionizacdo na técnica MALDI, para as macromoléculas,
resultando em uma leve ionizacdo, o que evita a degradacdo da amostra. (CANTU et al.,
2008).

Outro tipo de fonte de ionizagdo bastante utilizada é a ESI (Electrospray lonization),
na qual as macromoléculas em solucao séo forcadas diretamente para a fase gasosa. A solucas
de analitos passa através de uma agulha carregada que é mantida em um elevado potencia
elétrico, dispersando a solucdo em uma névoa de microgoticulas carregadas. O solvente que
envolve as macromoléculas evapora rapidamente, e 0s ions carregados resultantes sdo entac
introduzidos de forma ndo destrutiva na fase gasosa. Se o analito em questéo tiver varios
sitios capazes de carregar cargas, podera ocorrer a formacdo de ions de mdultiplas cargas
(KUSTER; SHEVCHENKO; MANN, 2001; NELSON; COX, 2009).

Dependendo do tipo de analisador e de como ele separa 0s ions, 0 espectrdmetro de
massas é classificado em diferentes categorias. Por exemplo, nos instrumentos TOF (Time of
Flight) os ions recebem um pulso de energia igual, mas sédo acelerados de maneira diferente
devido a sua relacau/z (massa/carga) e chegam ao detector em tempos diferentes, sendo que
0s ios com menam/z adquirem maior velocidade e chegam ao detector primeiro. Ou seja,
esse analisador separa os ions de acordo com o tempo que 0s ions levam para viajar dentro dc
tubo de véo. (GRAVES; HAYSTEAD, 2002; SAWAYA, 2012).

Em um outro tipo de analisador, o lon Trap (IT) ou “armadilha de ions”, todos os ions
criados em um dado periodo de tempo sdo presos em uma espécie de armadilha e entdo séc
sequencialmente expulsos desta armadilha para o detector. Assim, todos 0s ions sé&o
armazenados enquanto a andlise de massa é executada (KUSTER; SHEVCHENKO; MANN,
2001).

Existem ainda os espectrometros de massas compostos por mais de um analisador e

por isso podem ser utilizados para estudos estruturais e de sequenciamento. Nestes casos, o



14

analisadores nao precisam ser necessariamente do mesmo tipo, sendo entdo denominados d
hibridos. Tais equipamentos permitem que experimentos em sequéncia (tandem) sejam
realizados, ou seja, é possivel detectar um determinado ion e posteriormente submeté-lo a
uma etapa de fragmentacdo (CANTU et al., 2008). Espectrometros de massas hibridos como
Quadrupolo-Time-Of-Flight” (Q-TOF) ou ainda a incorporacao de um lon Trap com um Time

of Flight (IT-TOF) tem sido utilizados cada vez mais em um grande numero de aplicagdes,
devido a velocidade de aquisicdo de dados, precisdo de massa, poder de resolucéo, e alta
sensibilidade (STEEN; KUSTER; MANN, 2001).

Para melhorar ainda mais a qualidade dos resultados obtidos pela espectrometria de
massas a combinacdo com técnicas como a Cromatografia Liquida de Alto Desempenho
(HPLC) possibilitam a separacéo e identificacdo de componentes peptidicos que se encontram
em reduzidas quantidades na amostra a ser estudada, revelando cada vez mais novos
componentes (DIAS, 2011). A estratégia “shotgun”, uma importante técnica para estudos
protedmicos, consiste em identificar proteinas a partir de misturas complexas, utilizando
geralmente uma configuracdo em que um sistema de cromatografia liquida (LC) é conectado
on-line a um espectrometro de massas em tandem operado em modo de ionizagdo por
electrospray (LC-MS/MS). As proteinas presentes na mistura sao digeridas com enzimas
proteoliticas e o0s peptideos resultantes sdo separados por cromatografia liquida. Em
sequéncia, o espectrometro de massas €, entdo, utilizado para fazer as analises LC-MS/MS.
Os espectros dos ions-fragmentos, combinados com informag8es sobre 0 0s ions precursores,
sdo entdo analisados para se determinar a sequéncia de aminoécidos dos peptideos, e inferir a
proteinas a partir do qual eles se originaram (DOMON, B.; AEBERSOLD, 2010).

Por fim, uma vez separados, o detector mede a abundancia de elétrons gerados pelos
ions, para cada relac&wz. A maioria dos sistemas MS usa algum tipo de multiplicador de
elétrons como detector combinado a um amplificador de sinal. O registro de todas as cargas
detectadas diante a varredura constitui o espectro de massas (QUEIROGA, 2012)

Com a obtencdo dos espectros de massas, as feraantentbioinformatica séo
fundamentais para a analise prote6mica. Atualmente, ha um grande numero de softwares
disponiveis para a identificacdo de proteinas usando dados de MS/MS ndo interpretados.
Alguns exemplos séo programas como o Mascot (PERKINS et al., 1999), SONAR e Sequest
(GRAVES; HAYSTEAD, 2002). De forma geral, estes programas tém como objetivo
encontrar a sequéncia de aminoacidos, em um determinado banco de dados, que melhor

descreve os ions fragmentos encontrados em um espectro. As sequéncias “candidatas” sdo
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procuradas nos bancos de dados de acordo com a massa do peptideo intacto (informagéo
adquirida na etapa do PMF) e com o espectro de fragmentacdo obtido para cada peptideo
(CANTU et al., 2008).

O fato das glandulas pos-faringeas serem encontradas somente em formigas e em um
pequeno grupo de vespas solitarias precursoras de sua linha filogenética (HERZNER, 2006),
as tornam interessantes do ponto de vista cientifico. Essas glandulas podem apresentar um
papel importante na alimentacdo das formigas, o que poderia conferir uma grande
biodiversidade para estes insetos, permitindo sua dominancia em varios habitats terrestres.

Até o0 momento existem alguns trabalhos com identificacdo enzimatica das glandulas
pos-faringeas de algumas espécies de formigas (FORBES; MACFARLANE, 1961,
DELAGE, 1968; LOFGREN; VANDER MEER, 1986). Este estudo de proteoma de
expressdo diferencial reune proteinas identificadas a partir do extrato das glandulas poés-
faringeas dé\. sexdens rubropilosa em diferente momentos do metabolismo alimentar destas
formigas e traz informacdes adicionais ao esclarecimento do funcdo metabdlica destas

glandulas.
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2 Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo identificar as proteinas expressas nas
glandulas pos-faringeas é#ta sexdens rubropilosa visando ampliar o conhecimento sobre a
funcdo dessas glandulas, principalmente sua acdo no metabolismo de lipidios. Para tal, foi
feita a comparacdo entre as proteinas diferencialmente expressas nas glandulas de formigas
em trés situacdes alimentares: rainhas que ndo receberam nenhum tratamento e rainhas que
receberam 6leo de soja como suplementacdo de lipidios e foram analisadas 4 horas e 120
horas ap0s o tratamento.

Para tal, foi necessario realizar seguintes as etapas:

- Comparacédo dos perfis protéicos das glandulas, identificando quais seriam as
proteinas diferencialmente expressas em cada tratamento.

- Investigacdo em quais grupos funcionais as proteinas identificadas se enquadravam e
o significado biologico das proteinas nas glandulas poés-faringeas que foram expressas
diferencialmente entre as trés condi¢des alimentares.

- ldentificacdo das proteinas envolvidas com o metabolismo de lipidios, para tentar
elucidar um possivel papel das glandulas pés-faringeas nesse processo.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Obtencéo das glandulas pos-faringeas de A. sexdens rubropilosa e extragao protéica

Para a extracdo das glandulas pos-faringeas foram utilizadas rainAasegéens
rubropilosa devido ao tamanho consideravelmente maior dessas glandulas nas fémeas
reprodutoras em relacéo as operarias (podendo chegar a ser 12 vezes maior), otimizando assir
a quantidade de amostras para 0s experimentos. As rainhas recém-acasaladas foram coletada
no Campus da UNESP de Rio Claro e na Floresta Estadual Navarro de Andrade, localizada na
mesma cidade. As coletas foram feitas durante as revoadas dos meses de outubro e novembrc
de 2010 e 2011. Logo apds as fémeas aladas retornarem ao solo e retirarem suas asas, ela
eram coletadas e colocadas individualmente em potes plasticos de 100 mL, forrados com
gesso umedecido e tampados, 0s quais eram entdo transferidos para o laboratério de formigas
cortadeiras do Centro de Estudos de Insetos Sociais do Instituto de Biociéncias de Rio Claro -
UNESP até o momento de sua utilizacéo.

Para cada uma das duas técnicas utilizadas, foram utilizadas 300 fémeas acasaladas
qgue foram divididas em trés grupos de 100 individuos:

I- 0 h: Fémeas que nao receberam nenhum tratamento alimentar;

Il- Oleo 4 h: Fémeas que receberaml2de 6leo de soja entre as pecas bucais e foram
dissecadas 4 h apds o tratamento;

lI- Oleo 120 h: Fémeas que receberaml2de 6leo de soja entre as pegas bucais e
foram dissecadas 120 h apds o tratamento.

O ¢6leo de soja foi administrado com auxilio de micropipetas diretamente entre as
pecas bucais. Segundo BUENO (informacdo pessoal) cerca de 20% do total aplicado é
ingerido pela formiga, e de acordo com o tamanho das rainhhssetiam o suficiente para a
aborcédo atingir o lumen das glandulas poés-faring€es.tempos para a dissecacdo das
formigas foram selecionados com base nos resultados de Bueno (2005).

Momentos antes da dissecacdo as fémeas foram submetidas a baixa temperatura (-
20°C) por 2 min para serem anestesiadas. Suas cabecas foram retiradas e a extragao da:
glandulas foi realizada em &gua Milli-Q. Uma vez dissecadas, as glandulas foram
imediatamente armazenadas em microtubos siliconizados de 1,5 mL com o inibidor de

protease fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) e mantidas a -80°C até serem utilizadas.
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Para a extracdo das proteinas o material foi lavado em solugéo contendo PMSF 1 mM,
e depois foi macerado, agitado e centrifugado a 8000 rpm por 15 minutos, a fim de extrair o
conteudo protéico presente no interior das glandulas pos-faringeas.

Devido a alta quantidade de lipidios presentes nessas glandulas, nos trés grupos de
fémeas acasaladas foi utilizado dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,1% por 35 min para
solubilizar os lipidios associados a amostra de proteinas. Um kit de limpeza (2D-Clean Up
Kit, da GE HEALTHCARE) também foi utilizado, uma vez que, eventuais problemas podem
ocorrer na focalizacdo isoelétrica da eletroforese bidimensional se a amostra apresentar

impurezas, interferentes ou uma elevada quantidade de sal.

3.2 Quantificacdo de proteinas

A concentracdo de proteinas foi quantificada pelo método de Hartree (1972),
utilizando-se soro albumina bovina (BSA) como padréo. A leitura do espectrofotdmetro foi

feita na faixa de 650nm.

3.3 Experimentos MALDI TOF-TOF

3.3.1. Eletroforese bidimensional

Para a realizacao da primeira dimensé&o foram utilizadas fitas de gradiente imobilizado
de pH (IPG) para o intervalo de valores de ponto isoelétrico entre 3 e 10, com 7 cm de
comprimento. Estas fitas foram rehidratadas durante a noite, a temperatura ambiente, em 125
puL de uma solucdo de rehidratacdo, contendo uréiaGRPS 2% (v/v), solugdo tampéo
para IPG a 1% (v/v), ditiotreitol (DTT) 19 mM e azul de bromofenol a 0,005% (v/v),
juntamente com 30@ude extrato das glandulas para cada tratamento. disimeis foram
separadas conforme seus diferentes pontos isoelétricos utilizando trés passos: 1°) 200 V por
2hs, 2°) 1000 V por 1 h e 3°) 5000V por 1:30hs. Em seguida, as fitas foram equilibradas por
20 minutos em presenca de DTT 19 mM, 19 Tris 50 mM, uréia 6 M, glicerol 30% (v/v), SDS
2% (m/v), e posteriormente por mais 20 minutos, na mesma solucao, exceto pela substituicao
do DTT por lodoacetamida (IAA) 0,2M.

Para a realizacdo da segunda dimenséo, a fita de gradiente de pH oriunda da primeira

dimensao foi colocada no topo de um gel de poliacrilamida a 12,5% (m/v). Nesta etapa, foi
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utilizado um padrdo de baixa massa molecular (GE HEALTHCARE) para auxiliar na
caracterizacao das proteinas em estudo. A eletroforese foi realizada utilizando-se duas etapas
com os seguintes parametros: 10 mA por gel por 15 minutos e 20 mA por gel por 1 hora.
Apo6s a segunda dimensdo, as proteinas foram visualizadas por coloragcdo com Coomassie
Brilliant Blue R-250 (CBB).

Para os trés grupos utilizados nas comparacdes do estudo foram feitos géis em

triplicatas para posterior analise estatistica da expressao diferencial das proteinas.

3.3.2 Aquisicdo das imagens e andlise estatistica da expressao diferencial das proteinas

As imagens dos geéis de eletroforese bidimensional corados com CBB foram
adquiridas por um fotodocumentador modelo ImageScanner (GE HEALTHCARE
BIOSCIENCES AB, Uppsala, Suécia) no modo transparéncia, conectado a um computador,
com resolucao de 400 dpis para fotodocumentacao. As imagens foram analisadas no software
Image Master Elite (GE HEALTHCARE). A andlise estatistica da expressao diferencial de
proteinas foi feita com o software ImageMaster 2-D Platinum v. 7.0 (GE HEALTHCARE
BIOSCIENCES AB, Uppsala, Suécia). As comparacdes realizadas no software foram feitas
aos pares entre os tratamentos:

-0hXOleo 4 h

-0h X Oleo 120 h

-Oleo 4 h X Oleo 120 h

A partir da correspondéncia entre spots de dois geéis de amostras diferentes, foi
possivel saber quais proteinas foram sub ou super expressas entre o0s tratamentos,
considerando a area e o volume dos spots, pela andlise estatistica do teste Anova. A
probabilidade de p <0,05 foi considerada como estatisticamente significativa.

3.3.3 Preparo da amostra para a espectrometria de massas (MALDI TOF-TOF)

Todos os spots visiveis nos géis, corados pelo CBB, foram excisados manualmente e
colocados em microtubos siliconizados de 1,5 mL separadamente, para subsequente digestéo
in gel e extracdo dos fragmentos tripticos. A digestigel e a extracdo dos fragmentos
tripticos foram realizados segundo protocolo modificado de Schevchenko et al. (1996). Os

spots foram descoloridos com solucéo de bicarbonato de amonio 25 mM pH 8,0 e acetonitrila
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50%, desidratados com 100% de acetonitrila e secos por centrifugagcdo a vacuo. Foi realizada
novamente a alquilacéo e reducdo com DTT e IAA.

Em seguida, as proteinas presentes nestes pedacos de gel foram digeridas
separadamente com a enzima Tripsina (PROMEGA). Para isto, os pedacos de gel
desidratados foram incubados com @gdda enzima tripsina na concentragdo de 12,5ng/uL
em tampédo bicarbonato de amoénio 25 mM, pH 8,0 por 16 h a 37°C. Em seguida, foi
adicionada uma solucdo de acetonitrila 50% (v/v) e acido férmico 5% (v/v) para a obtencéao
dos digestos tripticos do gel. Os sobrenadantes foram coletados e secos por centrifugagéo a
vacuo, sendo entdo mantidos a —80°C até serem analisados por espectrometria de massas.

3.3.4 Espectrometria de massas — MALDI TOF-TOF

Inicialmente foi realizado um protocolo de identificacdo de “impressdo digital
peptidica” (PMF) baseado na digestdo das protémngs, seguido da medida das massas dos
fragmentos peptideos resultantes. Esses fragmentos foram submetidos a Espectrometria de
Massas Tandem (MS/MS) para a obtencdo de suas sequéncias peptidicas.

Para a analise no espectrobmetro de massas, as amostras foram ressuspendidas
adicionando-se quL de solucdo de acetonitrila 50% (v/v) [contendo TEA% (V/V)] e
solubilizando os peptideos gerados durante a digestdo enzimatical. @@sta solucao
contendo os digestos tripticos foi aplicada na placa de amostras do espectrémetro. Sobre a
amostra foram adicionados QR de solugéo saturada da matriz de acido cindmidraniéo
secar a temperatura ambiente, para finalmente realizar os experimentos de espectrometria de
massas.

O equipamento utilizado foi um espectrobmetro de massas MALDI-TOF-TOF
(SHIMADZU) e a poténcia do laser (Nd:Yag — 355nm) foi ajustada para se obter o melhor
sinal, tanto para experimentos de MS como MS/MS. Os espectros de massas foram adquiridos
a partir dos picos monoisotopicos na faixa de m/z de 800 a 3500. Para experimentos de
MS/MS foram selecionados pelo menos cinco ions mais intensos de cada espectro MS. O
modo reflectron foi utilizado em todas as analises. ApOs todas as aquisi¢cdes de dados, os
mesmos foram exportados no formato texto, para serem submetidos a andlise automatica da
ferramenta de bioinformatica MASCOT lon Search versao 2.0

(http://www.matrixscience.com) para o acesso aos bancos de dados.
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3.4 Experimentos de LCMS-IT-TOF

3.4.1 Digestao “em-solucdo” para estratégia shot-gun.

Para cada um dos trés grupos de rainhas, foram utilizadog S amostra de
proteinas, que foram solubilizadas em (@0 de bicarbonato de amonio 50 mM, pH 7.9
conendo 7.5 M ureia, durante 1 h a 37°C e entdo reduzidas com DTT 10mM a 37°C
durante 1 h. Apds este tratamento, as proteinas foram alquiladas com iodoacetamida (IAA) 40
mM a 25°C, durante 1 h na auséncia de luz.

As amostras foram diluidas cinco vezes com bicarbonato de amonio100 mM, pH 7,8, e
cloreto de célcio na concentracdo de 1 mM. A tripsina (PROMEGA) foi adicionada a solucéo
de proteina desnaturada (1:50 w/w de tripsina: proteina) durante 18 h, a 37 © C. A reacéo foi
descontinuada com a adicdo del5de acido formico.

As amostras digeridas foram dessalinizadas utilizando uma coluna Sep-pak tc 18 1cc
Vac Cartrigde (WATERS). Os peptideos tripticos foram solubilizados em 50% MeCN e

submetidos a andlise em um sistema LC-IT-TOF/MS e MSn.

3.4.3 Espectrometria de massas — LCMS-IT-TOF

As amostras foram analisadas com a utilizacdo do sistema LCMS-IT-TOF. Foi
utilizado o sistema UFLC (SHIMADZU) acoplado diretamermte|{ne) ao espectrometro de
massas, contendo duas bombas LC-20AD, detector de arranjo de diodos SPD-M20A,
amostrador automatico SIL-20AHT e forno para coluna CTO-20A. A analise foi realizada sob
gradiente de acetonitrila de 5 a 90% (v/v), contendo 0.05% de TFA (v/v), por 90 min.,
utilizando-se uma coluna C-18 Shim-pack XR-ODS (3x100 mm), com poros de 120 A, com
particulas de 2,2 um (SHIMADZU). A eluicdo dos componentes foi monitorada por
absorbancia ultravioleta a 214 nm através do sistema UFLC (SHIMADZU), com fluxo de 0,2
mL/min, durante 90 minutos. Os eluentes foram analisados no modo positivo (ESI+)
continuo, durante todo o experimento.

A obtencdo dos espectros de massas foi realizada em um Espectrometro de Massas
com fonte ESI, do tipo “lon Trap - Time of Flight” (IT-TOF SHIMADZU). O software
LCMS solution (SHIMADZU) foi utilizado para controle de aquisicdo e analise de dados.

Durante todos os experimentos a temperatura do CDL e da interface foi mantida a 200°C, a
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voltagem na agulha a 4.5 kV e a voltagem no cone a 3.5V. O fluxo de gas secante
(Nitrogénio) foi de 100 L/h e o fluxo de gas nebulizador (Nitrogénio) de 1.5 L/h. A deteccéo
no espectrometro de massas foi realizada com varreduras feitas no intervalo de m/z 200 a
4000, com uma resolucdo de aproximadamente 15000; o sistema de aquisicdo de dados foi
operado em modo positivo continuo.

Os experimentos de espectrometria de massas sequenciais, ou seja, de fragmentacao
peptidica (M$) foram realizados utilizando-se os mesmos parametros dos experimentos de
MS. Foi utilizado Argbnio como gas de colisdo a uma pressao de 100 kPa. Os ions produzidos
através dos experimentos MS/MS foram aprisionados e acumulados durante 50 mseg. no lon
Trap, utilizando-se uma energia de colisdo de 50% e frequéncia de 30 kHz.

Os espectros de massas obtidos foram analisados primeiramente com as ferramentas
do software LCMS solution (SHIMADZU), utilizado para controle de aquisi¢cdo e andlise de
dados.

3.5 Identificacédo das Proteinas

Para os resultados adquiridos pelos dois tipos de espectrometros de massas deste
estudo, os bancos de dados utilizados para as identificacfes de proteinas foram: Protein Data
Bank (PDB), Swissprot (UNIPROT, 2012) e o GenBank (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os
dados de MS e MS/MS foram submetidos a ferramenta “MASCOT protein engine search”
(http://'www.matrixscience.com) baseando-se no “National Center for Biotechnology
Information” (NCBI) com buscas abertas a todos os organismos e buscas restritas as
taxonomias: Metazoa, Arthropod, Hymenoptera, Formicidae, entre outros bancos de géneros
espécies de formigas con@amponotus floridanus, Harpegnathos saltator, Atta cephalotes,
Solenopsis sp, Acromyrmex sp e Pachicondyla sp.

Os parametros utilizados para a busca nos bancos de dados foram a tolerancia de
massa do peptideo de 0,5 Da e a tolerancia da massa dos fragmentos peptidicos de 0,8 Da e ¢
namero de clivagens faltante igual a 1. Para modificacfes dos peptideos, foram consideradas:
carbamidometilagdo e oxidacdo da metionina e do triptofano. Os valores de “ion score” e
“protein score” considerados significantes foram os valores pré-estabelecidos pela ferramenta
de bioinformatica utilizada. A comparacao entre as massas moleculares (MM) tedricas e
experimentais e os valores de Pl (ponto isoelétrico) também foram consideradas para as

identificacdes.
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Toda a infra-estrutura para a realizacéo deste estudo foi fornecida pelo Laboratorio de
Biologia Estrutural e Zooquimica (LBEZ) do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) do
Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro-SP, sob a co-orientacdo do Prof® Dr. Mario

Sergio Palma e auxilio da doutoranda Nathalia Baptista Dias.
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4 Resultados

4.1 Dados obtidos pela Eletroforese Bidimensional e pelo espectrémetro de massas
MALDI TOF-TOF

Analisando os perfis eletroforéticos das glandulas pos-faringea8. dexdens
rubropilosa, observam-se 166 manchas de proteinas (spots) no gel do grupo de formigas que
nao receberam o tratamento com Oleo de soja, entre a faixa de ponto isoelétrico (pl) 3-9 e com
massas moleculares (MM) entre 16-94 KDa. No grupo que foi dissecado 4 h apos a aplicacao
do dleo de soja observam-se 82 spots (pl entre 3-9 e MM entre 16-99 KDa), enquanto que no
gel do grupo que foi dissecado ap6s 120 h do inicio do tratamento visualizam-se 89 spots (pl
entre 4-9 e a faixa de MM variando entre 17-135 KDa). A figura 1 mostra os perfis protéicos
obtidos por meio da eletroforese bidimensional para os trés grupos de rainhas, formigas nao
tratadas (1A) e tratadas com 6leo de soja, dissecadas apos 4 h (1B) e 120 h (1C).

Um exemplo de espectro gerado pela analise no MALDI TOF-TOF esta apresentado
na figura 2. Em 2A observa-se um espectro de MS da amostra das glandulas pés-faringeas das
rainhas tratadas com 6leo 4 h e em 2B o espectro de MS/MS do ion 1885,75, selecionado para

a fragmentacéo.
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MM
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MM MM
(KDa) (KDa)

Figura 1 — Perfis protéicos obtidos egel SDS-PAGE 12,5% (m/v) mostrando a distribuicdo das proteinas
presentes no extrato das glandulas pés-faringeas das rainAta sixdens rubropilosa. A — Grupo que néo

recebeu suplementacéo de lipidios. B — Grupo de rainhas que foram dissecadas 4 h ap0s a suplementagdo de
lipidios com 6leo de soja (Oleo 4 h). C — Grupo de rainhas que foram dissecadas 120 h apds a suplementagéo de
lipidios com 6leo de soja (Oleo 120 h). Gel corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB). MM (KDa) =

Faixas do padrdo de baixa massa molecular utilizado. pl= Ponto Isoelétrico.
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Figura 2 — A — Espectro MS obtido em equipamento MALDI TOF-TOF, referente a amostra do spot n°19

identificada como Peroxiredoxin 6. B — Espectro de MSMS do ion 1885,75, apresentado na figura 2A.

A partir dos trés perfis protéicos obtidos, os spots recortados foram submetidos a
espectrometria de massas (MALDI TOF-TOF) que, apos a utilizacdo de ferramentas da
bioinformética protedmica, permitiram a identificacdo de um total de 26 proteinas presentes
nas glandulas pos-faringeasAlesexdens rubropilosa. O gel de eletroforese bidimensional do
grupo de rainhas que nao foram tratadas com 6leo de soja foi utilizado como referéncia para
mostrar a localizacdo de 24 destas proteinas (Figura 3). A figura 4 mostra mais 2 spots
exclusivos do grupo de formigas tratadas com 6leo e dissecadas ap6s 120 h, que também

foram identificadas neste estudo.
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A descricao das proteinas encontra-se na tabela 1, na qual € possivel saber o nome da
proteina identificada, o seu numero de acesso no NCBI (National Center for Biotechnology
Information), além de apresentar dados como a massa molecular e o ponto isoelétrico de cada
proteina. A tabela 1 também informa a porcentagem de coberturas das sequéncias de
aminoacidos que as proteinas do estudo obtiveram ao serem comparadas e identificadas com
as sequéncias das proteinas depositadas nos bancos de dados. As sequéncias de aminoacidc
dos fragmentos das proteinas pelos quais elas foram identificadas estdo apresentadas nest:
tabela também. Os valores de Mascot Score e de lon Score indicam o grau de acertos e
aproximacoes, entre os valores experimentais e tedricos depositados nos bancos, ou seja, a
proteina considerada a mais provavel € aquela que apresenta o maior numero de acertos

(pontos na classificacdo ou score).

Figura 3 —Perfil protéico obtido em gel SDS-PAGE 12,5% (m/v) e corado com Coomassie Brilliant Blue R-250
(CBB) do grupo de rainhas d&tta sexdens rubropilosa que ndo receberam a suplementacdo de lipidios
utilizado como referéncia para demonstrar as proteinas que foram identificadas neste estudo, numeradas de 1 a

24. MM= Faixas do padrao de baixa massa molecular utilizado. pl= Ponto Isoelétrico.
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Figura 4 — Perfil protéico obtido em gel SDS-PAGE 12,5%(m/v) e corado com CBB do grupo de rainhas de

Atta sexdens rubropilosa tratadas com 6leo de soja e dissecadas depois de 120 h da aplicagdo, mostrando mais

duas proteinas identificadas (25 e 26) neste estudo. MW= Faixas do padrao de baixa massa molecular utilizado.

pl= Ponto Isoelétrico.

Tabela 1.Proteinas identificadas por meio do espectrédmetro de massas MALDI TOF-TOF, a partir dos spots

obtidos na eletroforese bidimensional de extratos das glandulas pés-faringettes seedens rubropilosa do

grupo que nao recebeu suplementacéo de lipidios e dos grupos tratados com 6leo, 4 h e 120 h. (Os nomes das

proteinas estdo em inglés, conforme resultado obtido no banco de dados). MM (KDa)= Massa molecular. pl=

Ponto Isoelétrico

% de

MM cobertura Mascot
SPOT Identificagdo N2 de acesso (KDa) PI da u Score Sequéncia (lon Score)
sequéncia Total
1 Fatty acyl-CoA reductase 1 EFN66141 78.9 5.0 2% 49 LEELTKNSVFNR
(lon score: 32)
NWVYSEHPGK
(lon score: 20)
2 Calreticulin EFN75351 59.7 3.5 5% 44
HEQNIDCGGGYVK
(lon score: 24)
PREDICTED: similar to 1D-
3 myo-inositol-trisphosphate ~ XP_0016042 73.7 9.4 2% 33 RNSCLASPNPYYTK
3-kinase 15 ’ ’ ’ (lon score: 39)
4 E3 ubiquitin-protein ligase EENG1064 56.7 40 3% 49 TPITSAQLRAVPR

NRDP1

(lon score: 27)
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10

11

12

Tubulin beta-1 chain

CKLF-like MARVEL
transmembrane domain-
containing protein 4

beta actin

arginine kinase, parcial

Glutamine synthetase 2
cytoplasmic

Malate dehydrogenase,
parcial

Isocitrate dehydrogenase
(NADP)

CLIP-associating protein,
partial

EFN64123

EFN61103

ACX37099

ABY55637

EFN63125

EGI65281

EFN62401

EFN62865

57.4

52.9

46.6

43.6

46.6

37.8

51.0

39.4

4.2 9%

6.7 16%

4.7 14%

5.2 14%

6.5 9%

6.9 16%

7.4 9%

4.0 10%

57

34

72

112

38

95

143

51

GHYTEGAELVDSVLDV
VR
(lon score: 19)

LHFFMPGFAPLTSR
(lon score: 14)

ISEQFTAMFR
(lon score: 24)
AVLYMIAFIAQLSAWT
AYR
(lon score: 34)
VAPEEHPVLLTEAPLNP
K
(lon score: 11)

SYELPDGQVITIGNER
(lon score: 20)

DLYANTVLSGGTTMYP
GIADR
(lon score: 41)
LIDDHFLFK
(lon score: 21)

FWPTGR
(lon score: 34)

LPFSHNDR
(lon score: 57)
NGFPGPQGPYYCGVG
ADK
(lon score: 29)

RPSSNCDPYSVCDALVR
(lon score: 9)
AFNNIAAAFLVGAMPR
(lon score: 32)

NVIIWGNHSSTQYPDA
AHATVTLLSGLK
(lon score: 25)

DIVFSFPVIIK
(lon score: 39)
NILGGTVFR
(lon score: 24)

AFAHSSFQYALSR
(lon score: 69)

KIWYEHR
(lon score: 17)

ETSTNPIASIFAWTR
(lon score: 38)
AAGDLLPLAMSSDGE
Oxidation (M)
(lon score: 35)

29

13

Annexin-B9

EGI66394

33.2

3.9 3%

60

GFGTDEQAVLDVLAHR
(lon score: 38)
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22

23
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Rhophilin-2
Protein tyrosine

phosphatase domain-
containing protein 1

Glutathione S-transferase

Glutathione S-transferase

Putative aminopeptidase
WO07G4.4

Peroxiredoxin — 6

Putative long-chain fatty
acid transport protein-

Lipase 3

fatty acid binding protein

Protein abnormal spindle

PREDICTED: acid
sphingomyelinase-like
phosphodiesterase 3b-like
ecdysis triggering hormone
preproprotein

MGC108409 protein
sterol carrier protein 2

EGI70407

EFN88384

EGI70566

EFN78063

EFN76290

EFN89160

Q1Z7T2_PH
OPR

EFN70010

ADE27971

EFN67743

XP_0034246
21

NP_001136
107

NP_001015
795

35.8

31.8

28.4

27.9

26.0

28.8

18.9

18.9

14.1

17.9

17.23

61.3

32.9

8.2

6.4

5.5

5.8

5.6

6.5

5.0

6.9

5.7

7.3

7.4

5.8

5.5

1%

1%

2%

9%

3%

16%

2%

2%

6%

1%

2%

9%

3%

LVTPMDR
33 Oxidation (M)
(lon score: 33)

GPSNLGGLWR

37 (lon score: 37)

LIYFPITALAEPIR
(lon score: 49)
88
KRPPAIFSPN
(lon score: 45)
DDWEAMEIDATVDTIH
40 DLR
(lon score: 40)
NSVGENCYVSDEVITAK
(lon score: 27)
LKDHVDWVNDIK
(lon score: 65)

63

DHVDWVNDIK

(lon score: 23)
170

VIDSLQLVDR

(lon score: 53)

RPEIATPANWVPGEK
(lon score: 29)

NPAAMAMEFDR
45 Oxidation (M)
(lon score: 39)

FNHIDYLWGR

46 (lon score: 21)

VDDIVCTR
(lon score: 44)
INMYIVKGALCVR
Oxidation (M)
(lon score: 34)

44

52
MTMYSRK
Oxidation (M)
(lon score: 14)

RLMGLLLPALLLLAR

49 (lon score: 49)

IGRSEPYDEYAIK
(lon score: 31)
NVYVVGVGMTKFMKP
R
+ Oxidation (M)
(lon score 43)

31

43

30
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A tabela 2 apresenta a porcentagem das proteinas diferencialmente expressas em cada
uma das trés comparacdes realizadas (0 h X Oleo 4 h; 0 h X Oleo 120 h; Oleo 4 h X Oleo 120
h). Na tabela 3 encontra-se a relacdo das proteinas identificadas por MALDI TOF-TOF, a
partir dos extratos das glandulas pds-faringeas das rainhas tratadas com 6leo de soja e do
grupo que ndo recebeu suplementacgédo lipidica e em quais dessas condi¢cdes essas proteina
tiveram sua expressao aumentada ou reprimida. As proteinas identificadas foram separadas

em grupos funcionais para facilitar a discussédo dos dados.

Tabela 2. Nimero de correspondéncias total de spots e o nimero de correspondéncias de proteinas
diferencialmente expressas dos géis de eletroforese bidimensionebmparacdes realizadas entre as trés
condicdes que as glandulas pds-faringeastidesexdens rubropilosa foram submetidas (0 h X Oleo 4 h; 0 h X

Oleo 120 h e Oleo 4 h X Oleo 120 h).

N°de % de
Total do Correspondéncias Correnpondéncias
Comparacdes N°de com proteinas com proteinas
Correspondéncias diferencialmente diferencialmente
expressas expressas
= Oh
Comparagéo X 69 o8 40%
1 Oleo 4 h
= Oh
Comparagéo X 77 59 76%
2 Oleo 120 h
= Oleo 4h
Comparagéo X 76 36 47%

Oleo 120 h
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Tabela 3.Relacédo das proteinas das glandulas pos-faringedsadgxdens rubropilosa identificadas por meio

do espectrobmetro de massas MALDI TOF-TOF, com indicacdo de sub ou superexpressao nas diferentes

comparacdes analisadas (0 h X Oleo 4 h; 0 h X Oleo 120 h e Oleo 4 h X Oleo 120 h). (=): representa sem

diferenca de expressdo; (+): representa superexpressao; (-): representa subexpressdo; (0): o spot ndo foi

detectado no gel.

Comparagéo 1 Comparagéo 2 Comparagdo 3
Grupo Funcional Spot Identificacéo oh Oleo oh Oleo Oleo Oleo
4h 120 h 4h 120 h
PREDICTED: similar to 1D-
3 myo-inositol-trisphosphate + 0 - + 0 +
3-kinase
8 arginine kinase, partial = = + - = =
Regulagdo Glutamine synthetase 2
Metabdlica 9 cytoplasmic = = + - + -

Protein tyrosine
15 phospr.\a.tase domaln- - = _ + = =
containing protein 1

Putative aminopeptidase

18 = = = = = =

WO07G4.4
13 Annexin-B9 = = - + - +
Transdugao de Sinal
14 Rhophilin-2 = = - + = =
. CKLF-like MARVEL
Proteina de .
6 trnsmembrane domain- + - + - = =
Membrana

containing protein 4

5 Tubulin beta-1 chain = = + - + -

7 beta actin = = = = + -

Restauragdo do

Citoesqueleto . .
! qu CLIP-associating protein,

12 = = - = =
partial +
23 Protein abnormal spindle - + - + - +
10 Malate dehydrogenase, _ _ _ _ _ _
Metabolismo cytoplasmic, partial
Energético
11 Isocitrate dehydrogenase - + - + = =

(NADP) cytoplasmic
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MGC108409 protein
sterol carrier 2
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Para visualizar quais os grupos funcionais que apresentam um maior nimero de
proteinas diferencialmente expressas entre as rainhas que foram tratadas com o 6leo de soja ¢
aquelas que nao receberam tratamento, a figura 5 apresenta graficos das distribuicbes por

grupos funcionais das proteinas com expresséo diferencial entre as comparagées do estudo.

Comparagao 1 Comparagao 2 Comparagdo 3
0hXOleo4h 0h X Oleo 120h Oleo4h X Oleo120h

4%

4% 4%
W Melsholismode lipiding Mocenismo de delesa
B Melekolismo energético B Mctabolismode esteroides
B Rcgulacdo metabolica B Transducdo de sinzl
W Resiauragec do citoesgaeleto HFrolcing de vembrana

Figura 5 — Distribuicdo por grupos funcionais das proteinas diferencialmente expressas identificadas a partir de
extratos das glandulas pds-faringeag\tia sexdens rubropilosa nas trés comparacdes do estudo (Oh X Oleo 4

h; 0 h X Oleo 120 h; Oleo 4 h X Oleo 120 h). A porcentagem foi obtida subtraindo-se o nimero de proteinas
diferencialmente expresas de cada grupo funcional do total de proteinas diferencialmente expressas em cada

comparagéo.
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4.2 Dados obtidos por meio do espectrometro de massas LCMS-IT-TOF

Com o objetivo de aumentar o nimero de proteinas identificadas neste estudo, foram
realizados experimentos através da técnica de “shotgun” com as 3 amostras de glandulas poés-
faringeas de\. sexdens rubropilosa (0 h, Oleo 4 h e Oleo 120.hps dados gerados pelo
espectrometro de massas LCMS-IT-TOF s&o qualitativos neste caso, ndo podendo ser
guantificados. Em outras palavras, ndo é possivel inferir se as proteinas identificadas por esta
técnica estdo super ou subexpressas nas rainhas tratadas com o 0leo de soja ou naquelas qu
nao receberam a suplementacéo de lipidios.

Para exemplificar um espectro gerado pelo equipamento LCMS-IT-TOF, na figura 6
esta representado um espectro de MS (6A) e um espectro de MS/MS (6B) gerados a partir da
amostra de formigas tratada com Oleo 4 h. A tabela 4 apresenta a relacdo das proteinas

identificadas a partir desta segunda técnica utilizada no estudo.

Inten(x10,000,000)

1.25
732.488(2)
1.004
0.75
0.50-
025 573.Tg(1) A
i 258,170 l
] 447.289(1
ooo——zzedal, TR [ )0 SR2P@eerave)  igmages S
250 500 750 1000 1250 1500 1750 miz
Inten.(x1,000,000)
3.0 |
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1 |
25 l
1 |
] |
2.0 [
] |
] |
7 |
15 ‘ 896.451(1)
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] |
1.07 | 395.229(1)
] I 696.335(1
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0.5 248157
] 53065 ‘Jﬁ “ \ \ 995.515(1) 1985.709
0.0k HL BETWITE H“l‘\h‘ | ‘Sl‘ . asseEls
250 500 750 1000 1250 1500 1750 miz

Figura 6 — A — Espectro MS referente ao tempo de retencdo entre 41 e 42 min obtido a partir da analise LC-MS
em coluna C-18 Shim-pack XR-ODS (3x100 mm), sob gradiente de 5 a 90% ACN (v/v) [contendo TFA 0,05%
(V/V)]. B — Espectro MS/MS do peptideo de massa molecular 1463.76 Da representado na figura A como o ion
precursor 732.88 (carga +2). A amostra utilizada para este experimento é referente as glandulas pds-faringeas

das rainhas dAtta sexdens rubropilosa tratadas com 6leo e dissecadas ap6s 4 h do tratamento.
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Tabela 4. .Relagdo de proteinas identificadas por meio do espectrometro de @dS-IT-TOF, a partir

dos extratos das glandulas po6s-faringeasttiesexdens rubropilosa do grupo que ndo recebeu suplementacao

de lipidios e dos grupos tratados com 6leo, 4 h e 120 h. (Os nomes das proteinas estdo em inglés, conforme

resultado obtido no banco de dados).

Tratamento Identificacdo e Cédigo de % Mascot Sequéncia
Grupo Funcional acesso Cobertura Score lon Score
PREDICTED: ubiquitin-
like p?rotem 4A-like XP_624109 4% 32 KVIVKK
isoform 2 (lon score 32)
Mecanismo de Defesa
Protein disulfide- YKPDKPEITTENVLEFVTA
Oh isomerase EGI70251 4% 50 FVEGK
Mecanismo Defesa (lon score 50)
cytochrome c oxidase
subunit 11 AAG17159 3% 20 (IoLanDcTcﬁ',:RZO)
Metabolismo Energético
LIYFPITALAEPIR
(lon score 47)
Glutathione S-
transferase EGI70566 2% 84 (Tcl)aos“ilﬁlsfﬂ
Mecanismo de Defesa
IDQSTAISR
(lon score 20)
Glycsr:zlsdpehha‘i‘ie'& VVHDNFEIVEGLMTTVH
EFN69158 10% 50 AITATQK
dehydrogenase (lon score 44)
Regulagdo Metabdlica
Tyrosine-protein
phosphatase non- EGI69223 4% 38 ILTLLK
receptor type 9 (lon score 30)
Oleo 4 h Transdugdo de Sinal
Putative fatty acyl-CoA
reductase, partial EGI69897 3% 23 LYQI(':\;E]'\ISICDS:\SLZ@?SRR
Metabolismo de lipidio
cytochrome c oxidase LINNK
subunit Il, partial AAF69222 2% 22 (lon score 22)
Metabolismo Energético
DRYDCIER
. (lon score 13)
Transferrin
Mecanismo de Defesa EGI69239 >% >4
TKEEPDAIYR
(lons score 19)
Protein disulfide- YKPDKPEITTENVLEFVTA
isomerase EGI70251 4% 22 FVEGK
Mecanismo de Defesa (lon score 22)
beta actin
. Restauracgao do ACX37099 5% 23 ?I\é EPSSCIZSERf ;)
Oleo 120 h Citoesqueleto
Peroxidasin-like protein EGI69034 2% 31 NLPMASPK

Mecanismo de Defesa

(lon score 24)
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5 Discusséao

Em geral, as formigas ndo encontram disponiveis na natureza grandes quantidades de
lipidios em suas fontes de alimento. Porém, quando submetidas a ingestdo desses compostos
suas glandulas pos-faringeas alteram profundamente sua morfologia (BUENO, 2005; DECIO
et al., 2013). Bueno (2005) verificou que a aplicacdo de Oleo de soja diretamente entre as
pecas bucais da formiga cortadekaexdens rubropilosa resultou em um acumulo gradativo
no limen das glandulas poés-faringeas, atingindo o maximo volume entre 4 e 8 h apos a
aplicacdo. Apos 120 h essas glandulas permaneciam turgidas, com menor volume, reducdo da
quantidade de 6leo no lumen e, consequente aumento de vesiculas lipidicas no interior das
células.

Os resultados obtidos com a expresséo diferencial de proteinas foram coerentes com as
observacdes de Bueno (2005) e Decio e colaboradores (2013). A analise estatistica (resumida
na tabela 2) revelou diferencas significativas entre os grupos tratados e o grupo que nao
recebeu oleo de soja (0 h), sendo que a diferenca de expressdo protéica foi maior entre o
grupo 0 h e o grupo tratado com Oleo 120 h (76%) do que entre 0 h e Oleo 4 h (40%) e entre
os dois grupos tratados (47%). Portanto, apds 4 h da aplicacdo, apesar das glandulas pos-
faringeas atingirem seu volume maximo e acumularem grande quantidade de 6leo em seu
limen houve um baixo aumento da expresséao diferencial protéica, enquanto que apés 120 h
da aplicacdo, mesmo com a reducao do volume total, houve grande aumento do nimero das
proteinas diferencialmente expressas, indicando que na presenca do Oleo de soja ha maior
diferenca no metabolismo das glandulas pdés-faringeas apds as 4 primeiras horas do
tratamento.

Acrescenta-se que os graficos apresentados na figura 5 revelam a distribuicdo por
grupos funcionais das proteinas diferencialmente expressas entre as comparacdes feitas no
estudo, evidenciando um maior nimero de proteinas relacionadas ao metabolismo de lipidios
sendo expressas diferencialmente entre o grupo 0 h e o grupo com Oleo 120 h e entre os dois
grupos tratados com Oleo. Esses dados sugerem que, provavelmente, as glandulas estac
apenas cheias de lipidios 4 h ap6s a aplicacdo do 6leo de soja, mas a atividade metabdlica se
diferencia significativamente somente horas depois.

Por outro lado, as proteinas envolvidas com o mecanismo de defesa apresentaram
maior diferenca de expressdo na comparacdo entre os grupos 0 h e Oleo 4 h, indicando que o

ambiente no interior das glandulas pés-faringeas com alto teor de lipidios torna-se nocivo para
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0 metabolismo, desencadeando respostas ao estresse oxidativo. Este tipo de estresse decorr
de um desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de
defesa antioxidante, em favor da geracao excessiva de radicais livres ou em detrimento da
velocidade de remocéao desses (BARBOSA et al. 2010). Diversas etapas na via de reducgéo do
oxigénio nas mitocondrias tem o potencial de produzir radicais livres altamente reativos, que
podem danificar as células, reagindo com enzimas, lipidios de membranas e acidos nucléicos
(NELSON; COX, 2009). Como a porcentagem relativa do numero de proteinas
diferencialmente expressas relacionadas ao mecanismo de defesa diminui nas comparacdes
com o grupo tratado com 6leo 120 h, é possivel inferir que ha uma tendéncia do sistema se
reajustar depois das respostas ao estresse oxidativo ocasionadas pelo excesso de 6leo nq
tratamento 4 h (graficos da figura 5).

As proteinas identificadas como responsaveis pela transducdo de sinal e pelo
metabolismo de esterbides ndo apresentaram expressao diferencial 4 h apds o tratamento com
Oleo de soja, enquanto que as proteinas de membrana e do metabolismo energético nao
apresentaram diferenca de expressao entre os dois grupos de rainhas tratadas com 0Oleo. Esse
resultados apresentados nos graficos da figura 5 revelam uma tendéncia da diferenca de
expressao entre os grupos funcionais de proteinas identificadas nas glandulas pos-faringeas
quando o 6leo de soja esta presente. De uma maneira geral, os grupos funcionais que
apresentaram maior numero de proteinas com diferenca de expressao entre as comparacoes
realizadas foram os grupos das proteinas envolvidas com o metabolismo de lipidios, com o
mecanismo de defesa celular e com a restauragao do citoesqueleto.

As proteinas dos spogs 8, 9, 15 18 foram identificadas como proteinas envolvidas
com aRegulacdo Metabodlica. As proteinas integrantes deste grupo funcional, também
conhecidas como “housekeeping” sdo essenciais para a manutencéo normal do metabolismo
celular (FERGUSON, et al., 2005). A tabela 3 mostra que a proteina identificada como uma
predita similar a “1D-myo-inositol-trisphosphate 3-kinase” (spot 3) e a “Protein tyrosine
phosphatase domain-containing protein 1” (spot 15) apresentaram aumento de expressao na
presenca de 6leo (grupo 120 h) em relacdo ao grupo que ndo recebeu tratamento (0 h). Essas
duas proteinas estdo relacionadas com o metabolismo de fosfato. As proteinas quinases saa
enzimas responsaveis por catalisar a fosforilagédo, transferindo grupos fosfatos de moléculas
doadoras de alta energia (como o ATP) para moléculas-alvo especificas (substratos), enquanto
que as fosfatases atuam no sentido inverso, removendo os grupos fosfatos no processo de

desfosforilacdo dos substratos. Estes dois tipos de enzimas trabalhando em conjunto
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constituem um dos mecanismos mais importantes de regulacdo na célula eucaridtica,
permitindo que a adicdo/remocédo do grupo fosfato altere a ligacdo de novos ligantes na
superficie da proteina, atuando assim na sinalizacdo celular e no processo de montagem e
desmontagem de complexos protéicos em resposta aos estimulos externos. (VOET; VOET;
PRATT, 2008; NELSON; COX, 2009).

A proteina “Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase”, também classificada aqui
como uma proteina da regulacdo metabolica, foi identificada pelo segundo experimento
realizado neste estudo (LCMS-IT-TOF) a partir da amostra das rainhas que receberam a
suplementacdo lipidica 4 h (tabela 4). Esta enzima é responsavel por catalisar a sexta etapa da
glicolise convertendo o gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-difosfoglicerato, que consiste na
primeira das duas reacdes de conservacao de energia da glicolise que no final leva a formacao
de ATP (VOET; VOET; PRATT, 2008; NELSON; COX, 2009). Além disso, a
“Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase” desempenha fungbes relacionadas com a
ativacdo da transcricdo (ZHENG, et al. 2003), com a iniciacdo da apoptose (HARA, et al.,
2005) e em células de mamiferos estas enzimas teriam um papel na fusdo de membranas, ne
agregacao de microtubulos, na atividade da fosfotransferase, na exportacdo de RNA nuclear,
na replicacéo e no reparo do DNA, entre outras func¢des relacionadas a patologias (SIROVER,
1999).

Este trabalho permitiu ainda a identificacdo de dois sp8te,L4, como proteinas que
desempenham um papel maansducdo de Sinal A familia das “Annexins” ou anexinas
(spot 13) consiste de proteinas que ligam-se a fosfolipidios e sdo dependentes de célcio e
possuem um modo unico de interagir com as membranas (GERKE; MOSS, 2002), enquanto
que a “Rophilin-2” (spot 14) € uma proteina que atua na transducdo de sinal através da
formagcdo de complexos com outras moléculas sinalizadoras intracelulares e quando esta
vinculada a enzima RhoA GTPases, desempenha um importante papel na organizagdo do
citoesqueleto, induzindo a formacéo de fibras de stress de actina e adesfes focais (PECK et
al., 2002). Ambas foram super expressas no tratamento com 6leo 120 h em comparacdo com
as rainhas que nao receberam o tratamento (tabela 3). Uma tirosina fosfatase também foi
identificada como uma proteina envolvida com a transducgéo de sinal pela técnica de shotgun
com sequenciamento por LCMS-IT-TOF com a amostra das glandulas das rainhas tratadas
com Oleo 4 h (tabela 4). Em contrapartida, a Unica proteina do estudo classificada como uma

Proteina de Membrang referente ao spd@ “CKLF-like MARVEL trnsmembrane domain-
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containing protein 4”, teve sua expressdo reprimida com as glandulas pos-faringeas na
presenca do o6leo.

As proteinas referentes aos spwity, 12 €23 foram classificadas como pertencentes
ao grupo funcional dRestauracdo do Citoesqueleto. O citoesqueleto, presente somente nas
células eucaribticas, € responsavel por dar estrutura e suporte as células, além de desempenha
um papel no transporte intracelular, na contratibilidade, mobilidade e na organizacao espacial
das células (KARP, 2005). Apresenta uma estrutura altamente dinamica, composta por trés
filamentos principais, os flamentos intermediarios, os filamentos de actina e os microtubulos,
gue formam uma espécie de malha interativa, capaz de se reorganizar continuamente sempre
que a célula altera a sua forma, se divide ou responde ao ambiente (KARP, 2005; ALBERTS,
et al, 2004).

A proteina de spot numero 23, identificada como uma “Protein abnormal spindle”
(fuso anormal), apresentou super expressao nos grupos de formigas tratadas com 6leo em
comparacdo com O grupo que ndo recebeu tratamento. Esta proteina € importante para
direcionar o fuso mitético nos poélos. Sua remocédo causa a perda do centro de organizacao dos
microtubulos, gerando problemas durante a citocinese na divisédo celular (AIDES; GLOVER,
1999; RIPARBELLI, et al, 2002). A proteina 12, por sua vez, identificada como “CLIP-
associating protein, partial”, faz parte das proteinas que se associam especificamente com as
extremidades dos microtubulos atuando na instabilidade dinamica podendo agir como fatores
anti-catastrofe, contribuindo para a recuperacdo da polimerizagdo dos microtubulos
(AKHMANOVA et al.,, 2001; KOMAROVA et al.,, 2002 ). As diferencas de expresséo
protéica neste grupo funcional (ver tabela 3) sugerem que as mudancas no epitélio das
glandulas causadas pela turgidez devido a presenca do 6leo no tratamento 4 h e seu posterior
esvaziamento ja no tratamento com 6leo 120 h, causam mudancas na expressao das proteina
responsaveis por manter a organizac¢ao do citoesqueleto.

As duas proteinas identificadas como partevidiabolismo Energético, referentes
aos spots 10 e 11, fazem parte do Ciclo do Acido Tricarboxilico, responséavel pela oxidacéo da
Acetil CoA, que a cada volta no ciclo gera duas moléculas de€@nserva a energia livre
liberada nos compostos NADH e FARKNVOET; VOET; PRATT, 2008). A proteina
identificada como a enzima “Isocitrate dehydrogenase (NADP) cytoplasmic” (spot 11),
responsavel por catalisar a descarboxilacdo oxidativa do citrato para teoetglutarato
(NELSON; COX, 2009), foi super expressa nos dois tratamentos com suplementacao lipidica

guando comparados com o0 as rainhas que ndo foram tratadas. Porém, a “Malate
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dehydrogenase, cytoplasmic, partial” (spot 10), que catalisa a oxidacdo de L-malato a
oxaloacetato (NELSON; COX, 2009), ndo apresentou diferenca de expressdo em nenhuma
das comparacdes (tabela 3).

Outra proteina relacionada a esse grupo funcional foi identificada nas amostras das
rainhas que nao receberam suplementacao lipidica e das que foram tratadas com 6éleo 4 h pela
estratégia de shotgun com o sequenciamento pelo LCMS-IT-TOF (tabela 4). A “cytochrome ¢
oxidase subunit I, partial” é uma enzima localizada na membrana mitocondrial nos
eucariotos, e € a ultima proteina da cadeia transportadora de elétrons que catalisa a redugéo dc
oxigénio para a agua, recebendo um elétron de cada uma das moléculas de citocromo c e
transferindo-os para uma molécula de oxigénio, convertendo assim o oxigénio molecular em
duas moléculas de agua. Neste processo, da-se a translocacao de quatro protons, que ajudar
na formacdo de um potencial quimiosmético que € usado pela ATP sintase para a formacéo de
ATP (VOET; VOET,; PRATT, 2008; NELSON; COX, 2009).

Além destas, ndo foram identificadas outras proteinas envolvidas com o metabolismo
energeético, tdo pouco compaoxidacao lipidica, processo pelo qual os acidosagaao
convertidos em acetil-CoA para a entrada deste no Ciclo do Acido Tricarboxilico para
geracdo de energia (NELSON; COX, 2009). Assim, os resultados obtidos com este trabalho
sugerem que as glandulas pés-faringeas nao estariam desempenhando um papel relevante n.
producao de energia.

Alguns dados obtidos neste estudo indicam também que quando as glandulas poés-
faringeas estdo sob efeito do 6leo de soja, as células comecam a responder expressandc
proteinas ligadas aoSlecanismos de DefesaO excesso de Oleo ou o0s seus produtos
metabolicos parecem intoxicar as células glandulares. As proteinas identificadas pelos
experimentos de MALDI TOF-TOF relacionadas com estes mecanismos f@&a#n 46, 17
e 19.

A “Calreticulin” (spot 2) desempenha a funcdo molecular de uma chaperona, que sao
um grupo de proteinas que interagem com polipeptidios parcialmente dobrados ou dobrados
de forma incorreta, facilitando assim os mecanismos de enovelamento correto (NELSON;
COX, 2009). Algumas vezes, chaperonas adicionais sd0 necessarias para recuperar proteinas
desnaturadas pelo calor ou para evitar o dobramento errbneo em condigcbes de estresse
(VOET; VOET; PRATT, 2008). Por sua vez, a “E3 ubiquitin-protein ligase NRDP1” (spot 4)
€ ligada a ubiquitina que desempenha uma funcdo importante na regulacdo de proteinas

marcando aquelas que sao indesejadas (por exemplo proteinas mal-dobradas) para que sejan
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degradadas por organelas chamadas proteassomas (ROBINSON; ARDLEY; 2004). A
presenca dessas proteinas indica um mecanismo de defesa celular contra alguma condicao
estressante em que o organismo esta sendo submetido, no caso o alto teor lipidico ao que as
glandulas pés-faringeas foram expostas.

A “Glutathione S-transferase” (referente aos spots 16 e 17) pertence a uma familia
multi-funcional, mas é muito conhecida por possuir um papel central na biotransformacao e
eliminacdo de xenobidticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo (HUBER;
ALMEIDA; FATIMA, 2008). Por sua vez, a “Peroxiredoxin - 6” (spot 19) é uma peroxidase
multifuncional dependente de tiol que catalisa a reducdo de diversos substratos de perédxido
como hidroperoxido de hidrogénio {B), outros hidroperoxidos organicos e peroxinitrito,
desempenhando também funcdo protetora em ambiente submetido ao estresse oxidativo
(KNOOPS; LOUMAYE; VAN DER EECKEN, 2007). Uma importante organela para as
reacOes oxidativas sdo os peroxissomos, que funcionam como sitios de utilizagdo do oxigénio
(ALBERTS, et al., 2004). Segundo Falco (1992) e Caetano (1998) encontram-se grande
quantidade de peroxissomos no citossol das células das glandulas pos-faringeas. Essas
organelas apresentam enzimas responsaveis pela oxidacdo de diferentes substratos organico:
que ocorre pela retirada de atomos deghie séo transferidos ag Produzindo perdxido de
hidrogénio (HO,) pela reacdo das enzimas peroxidases. Comg @ rGuito reativo para a
célula, outra enzima, a catalase o converte ei® H Q. Por meio destas reacdes, 0s
peroxissomos detoxificariam as células convertendo substancias insolaveis (etanol, aldeidos,
fendis) em substratos sollveis e excretaveis (ALBERTS et al. 2004).

As duas “Glutathione S-transferase” e a “Peroxiredoxin — 6” foram super expressas
nos dois tratamentos com 6leo de soja em comparacdo com O grupo sem suplementacao
lipidica (tabela 3), indicando que o ambiente atipico nas glandulas pés-faringeas com alto teor
de lipidios provoca super expressao de proteinas envolvidas com a protecdo das células contra
0 estresse oxidativo.

A técnica de shotgun com o sequenciamento pelo LCMS-IT-TOF permitiu identificar
cinco tipos de proteinas envolvidas com os mecanismos de defesa celular (dados da tabela 4),
algumas delas identificadas também pelo outro método utilizado neste estudo. A “Protein
disulfide-isomerase” é uma enzima encontrada no reticulo endoplasmatico das células
eucaridticas que funciona como chaperona, uma vez que catalisa a formacao e a ruptura das
pontes dissulfeto entre os residuos de cisteina das proteinas, permitindo com que elas

encontrem rapidamente o arranjo correto para seu enovelamento (WANG; TSOU, 1993). Ja a
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“Transferrin” de insetos é uma proteina vitelogénica que € regulada pelo hormonio juvenil.
Ela tem um papel no transporte de ferro para os ovos em alguns insetos, além de possuir a
funcdo de reduzir o estresse oxidativo e aumentar a sobrevivéncia em casos de infeccao
(GEISER, D. L.; WINZERLING, 2012). Por sua vez, a “Peroxidasin” apresenta uma estrutura
hibrida que combina um dominio funcionando como peroxidase com motivos que ocorrem
tipicamente como partes de proteinas de interacdo extracelular. Esta proteina, potencialmente
multifuncional, participa de diversos processos biolégicos significativos como a remocgao e a
destruicdo de células que sofreram morte celular programada, além de ser segregada e ter
funcdes associadas com a estabilizagdo da matriz extracelular (NELSON, et al., 1994).

Em relacéo ao objetivo principal do estudo, que seria o de tentar inferir um possivel
papel das glandulas pds-faringeas Metabolismo de Lipidios pela andlise dos dados
demonstrados na tabela 3, foram classificadas dentro deste grupo funcional as proteinas
referentes aos spots 1, 20, 21, 22, 2ée

As gorduras sdao uma forma altamente eficiente de armazenamento de energia
metabolica, pois os triacilglicerdis sdo menos oxidados do que as proteinas e os carboidratos,
fornecendo mais energia por unidade de massa na sua oxidacdo completa (VOET; VOET;
PRATT, 2008). De acordo com Arrese e Soulages (2010) os lipidios mais simples originados
a partir de acidos graxos séo os triacilglicerdis ou triglicerideos que sdo armazenados no
corpo gorduroso dos insetos em goticulas de lipidios de modo semelhante ao tecido adiposo
de mamiferos. A mobilizacdo do depdsito de triacilgliceréis é obtida por acédo de lipases que
hidrolisam estas moléculas liberando principalmente acidos graxos e diacilglicerol, sendo
esses ultimos transportados via lipoforina hemolinfatica para os devidos locais de utilizacao
(CANAVOSO et al., 2001)Diferentemente dos mamiferos, onde o transporte de lipidios é feito
por diversas lipoproteinas, nos insetos a lipoforina desempenha sozinha esse papel, transportando
as diversas classes entre os varios orgados (CHINO; TAKAHASHI, 1985).

Neste estudo, foi identificada uma “Lipase 3” (0 spot 21) que foi super expressa nos
tratamentos com suplementacao lipidica em relacdo ao grupo que nao recebeu tratamento,
sugerindo que as glandulas pés-faringeas estariam envolvidas diretamente na mobilizacao dos
lipidios, que envolveria a quebra lipidica em &cidos graxos provocada pela agédo das lipases
para absorcao pelas glandulas e, posteriormente, o transporte dos derivados resultantes dess:
degradacéo via lipoforinas para os corpos gordurosos, outros 0rgaos alvos ou tecidos de
armazenamento para possivel utilizacdo dessa fonte de energia. Em estuGaspomotus

pennsylvanicus Forbes e Macfarlane (1961) e Delage (1968) creditaram as glandulas pos-
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faringeasa digestdo de gorduras ingeridas, por apresentarem também enzimas digestivas no
[imen celular, principalmente lipases.

Segundo Bueno (2005) e Massuretti (2012) o trajeto dos alimentos hidrossoluveis
compreende a cavidade infrabucal, papo, ventriculo e reto; ao passo que os alimentos de
origem lipidica passam pela cavidade infrabucal, glandulas pés-faringeas e papo, mas nao
atingem o ventriculo. No entanto, Massuretti (2012) observou que operafta kdevigata
desenvolveram mecanismos aparentemente diferentes para utilizar os lipideos ingeridos. As
glandulas pos-faringeas desta espécie de formiga teriam a funcdo de absorver e armazenar os
lipideos que entram no sistema digestorio, para posteriormente desloca-los para a hemolinfa.
Nessas formigas, se a quantidade de lipideos ingerida for grande, o excesso é deslocado para c
intestino médio a fim de ser eliminado.

A proteina 1, identificada como “Fatty acyl-CoA reductase 1" é uma enzima que
pertence a familia das oxidoredutases, e catalisa a formag¢do de um alcool graxo a partir de
uma acil-CoA em uma reacdo que requer NADPH como cofator para realizar esta reducao
(METZ et al., 2000). Alcoois graxos primarios de cadeia longa sdo comumente encontrados
em sua forma livre ou como um componente de ésteres de cera em plantas, insetos e
mamiferos. Frequentemente, eles compdem a camada de ceras epicuticulares que fazem
barreira nesses organismos em relacdo ao ambiente externo protegendo-os contra a
dessecacao, umedecimento e ataque de patdégenos (METZ, et al. 2000; CHENG; RUSSEL,
2004). Esta foi a Unica proteina do grupo funcional do metabolismo de lipidios que foi sub
expressa no grupo com o6leo 120 h nas comparagdes com o grupo sem suplementacao lipidica
e com grupo com Oleo 4 h. No experimento com LCMS-IT-TOF uma proteina putativa
similar a esta foi identificada na amostra do grupo de rainhas alimentadas com oOleo e
dissecadas apés 4 h.

A “Putative long-chain fatty acid transport protein” (spot 20) e a “Fatty acid binding
protein” (spot 22) direcionam o deslocamento de lipidios para dentro ou para fora da célula,
funcionando como transportadoras (UNIPROT, 2012). Ambas néao apresentaram diferenca de
expressao entre o grupo 0 h e o grupo tratado com 6leo 4 h, mas indicaram que o transporte de
lipidios entre o lumen e o interior celular das glandulas pds-faringeas ocorreu de forma mais
significativa no grupo com 6leo 120 h, devido a super expressdo dessas proteinas na
comparacao deste tratamento com o grupo que nao recebeu suplementacao lipidica.

Os esfingolipidios sdo muito abundantes na bicamada lipidica das membranas

celulares. As esfingomielinas, esfingolipidios mais comuns, sdo ceramidas (estruturalmente
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similares ao diacilglicerol) que parecem modular especificamente as atividades de proteinas
quinases e fosfatases que estdo envolvidas na regulacdo do crescimento e na diferenciacac
celular (VOET; VOET; PRATT, 2008). A proteina predita identificada a partir spot 24, “Acid
sphingomyelinase-like  phosphodiesterase  3b-like” semelhante a esfingomielina
fosfodiesterase ou simplesmente esfingomielinase seria uma enzima hidrolase que estaria
envolvida nas reacbes metabdlicas dos esfingolipidios e seria responsavel pela quebra de
esfingomielina em fosfocolina e ceramida. A ativacao destas enzimas tem sido sugerida como
uma via principal para a produgédo de ceramida em resposta ao estresse celular (HANNUM;
OBEID, 2002). Os dados aqui apresentados sugerem que o0 excesso de 6leo de soja nas
glandulas pés-faringeas ativa esta enzima em resposta ao ambiente celular submetido a
estresse oxidativo, uma vez que houve super expressao desta proteina nos dois grupos tratado:
com Oleo em relac&o ao grupo que néo recebeu tratamento.

A "MGC108409 protein sterol carrier protein 2” (spot 26) classificada no grupo
funcional das proteinas envolvidas com o metabolismo de lipidios, também esta relacionada
com o metabolismo de esterbides. Conhecida como “proteina de transferéncia de lipidios nédo
especificos”, ela estimula o transporte de lipidios entre membiangidro (RITTER;
DEMPSEY, 1971 apud ZHENG et al. 2008). Os esterdis sao esterdides com 27 a 29 atomos
de carbono. Sua estrutura quimica deriva do esterano, a molécula dos esterdides que contém
17 atomos de carbono dispostos em trés anéis hexagonais e um pentagonal. Os esterois
possuem uma cadeia adicional lateral curta de oito ou mais atomos de carbono, ligada ao
carbono-17, e a diferenca deles para os esterdides € um grupo alcool ou hidroxila (-OH),
ligado ao carbono-3 (NELSON; COX, 2009). Portanto, os esterdis sao alcodis secundarios
gue desempenham diversas fungcdes celulares e estdo presentes na maioria das membranas
celulares das células eucariotas, sendo o colesterol o principal esterol das células animais, uma
vez que sua molécula € precursora de uma variedade de compostos com atividade biologica, tais
como os hormdnios esterdides, a vitamina D ou os sais bi{M€ET; VOET; PRATT, 2008;
NELSON; COX, 2009). Segundo Clark e Block (1959)imsetos dependem da utilizacédo de
esteréides encontrados na dieta para sintetizarem seus proprios esterdides, como o colesterol e 0s
hormdnios ecdsteréide® spot que gerou a identificagdo da proteina transportadora de esterol
foi detectado com precisdo apenas no gel do grupo de rainhas tratadas com 6leo 120 h,
indicando que o transporte de moléculas do tipo esterol aumentou 120 h apds as rainhas

receberem a suplementacéo de lipidios.
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Com isso, a maior parte das proteinas envolvidas com o metabolismo de lipidios
comecou a atuar de maneira diferencial somente apos 4 h da aplicacdo do tratamento com
Oleo, o que reforca a hipétese de que possivelmente nas primeiras 4 horas o limen das
glandulas pés-faringeas esta carregado de lipidios, mas a metabolizagdo destes dentro das
células s6 se da horas depois.

Outra proteina envolvida rdetabolismo de Esteréidedoi identificada com o spot
25 como “Ecdysis triggering hormone preprotein”, ou seja, uma pré-proteina do hormonio
desencadeador da ecdise. O hormbnio promotor da ecdise dos insetos € a ecdisona, que
juntamente com o hormonio juvenil, sdo os dois principais hormoénios que regulam o
polietismo temporal, no qual os insetos mais jovens sao influenciados por uma quantidade
maior de hormonio juvenil e com o decorrer da idade essa quantidade cai gradativamente com
0 concomitante aumento da concentracdo da ecdisona (ROBINSON, 1987). Os ecdisteréides
como a ecdisona estdo presentes ndo somente nos insetos mais jovens, mas também no:
adultos reprodutores (CHAPMAN, 1998). De forma semelhante a proteina transportadora de
esterol 2, o spot 25 so foi detectado com precisdo no gel do grupo de rainhas tratadas com
6leo 120 h. Porém, ndo é possivel explicar exatamente o papel das glandulas pés-faringeas no
metabolismo de esteréides das rainhas desefdens rubropilosa, partindo dos nossos
resultados.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo extremamente relevantes, uma vez que néo ha
dados na literatura sobre o conteudo protéico das glandulas pés-faringeas na formiga
cortadeira A. sexdens rubropilosa. O estudo da expresséao diferencial das proteinas também foi
importante para tentar entender o que ocorre com as glandulas pos-faringeas quando as
formigas recebem uma suplementacéao lipidica e de que maneira elas poderiam metabolizar
esse excesso de lipidios.

A andlise protebmica, por meio de técnicas como a eletroforese bidimensional,
estratégia de shotgun e espectrometria de massas, mostrou ser uma abordagem eficiente ne
busca de ampliar os conhecimentos sobre as possiveis funcdes das glandulas pos-faringeas
No entanto, este trabalho também fornece subsidios para a realizacdo de novas pesquisas que
procurem adotar abordagens diferentes para tentar elucidar completamente a funcédo das
glandulas pos-faringeas e o significado bioldgico dessas estruturas estarem presentes somente

nas formigas e em algumas vespas solitarias, suas precursoras filogenéticas.
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Conclusobes

- A abordagem prote6bmica permitiu a obtencdo de um perfil protéico geral das
glandulas poés-faringeas de rainhasAti&a sexdens rubropilosa, por meio da eletroforese
bidimensional.Com o auxilio das ferramentas da bioinformatica foram identificadas 26
proteinas a partir dos spots dos géis, submetidos a digestdo e ao espectrometro de massa:
MALDI TOF-TOF. Essas proteinas foram classificadas entre grupos funcionais como
metabolismo de lipidios, energético e de esterdides, mecanismo de defesa, regulagéo
metabdlica, transducdo de sinal, restauracdo do citoesqueleto e proteina de membrana. A
utilizacdo da estratégia de shotgun junto ao espectrometro LCMS-IT-TOF permitiu a
identificacdo de mais 7 proteinas diferentes, também classificadas entre estes mesmos grupos
funcionais.

- O maior numero de proteinas diferentemente expressas ocorreu na comparagao entre
o grupo de rainhas que nao foi submetida a nenhum tratamento e o grupo que recebeu
suplementacao lipidica e foi dissecado 120 h depois do tratamento. Isto indica que 4 h apds o
tratamento, apesar das glandulas estarem turgidas, o tempo percorrido é suficiente somente
para o 6leo atingir o lumen. As maiores alterac6es no perfil protéico ocorreram no grupo
tratado com oOleo 120 h, momento em que os lipidios ja estariam no interior das células,
portanto ja estariam sendo metabolizados.

- O aumento do volume das glandulas devido a presenca do 6leo de soja juntamente
com o retorno ao estado natural das células epiteliais glandulares, quando os lipidios j& foram
metabolizados, deve provocar a expressdo diferencial de proteinas envolvidas com a
restauracao do citoesqueleto.

- Além disso, a exposicao das glandulas pos-faringeas ao alto teor de lipidios provoca
a super expressao de proteinas envolvidas com mecanismos de defesa celular em resposta ax
estresse oxidativo, indicando um importante papel dessas glandulas na detoxificacdo celular
guando ha um excesso de lipidios.

- Os dados encontrados neste estudo sugerem que as glandulas pés-faringeas nao
desempenhariam um papel relevante da produgao de energia. Em contrapartida, a presenca dc
O0leo ap6s 120 h provocou o aumento da expressdo de uma proteina precursora de
ecdisteroide, sugerindo a importancia dos lipidios no metabolismo de esterdides.

- Os resultados obtidos sugerem que as glandulas pés-faringeas atuam como 6rgéo

responséavel pela retengéo e absor¢ao dos lipidios ingeridos, consequentemente promovem sua
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mobilizagdo com a participacdo de lipases na quebra lipidica gerando &cidos graxos. Desta
forma, os lipidios seriam absorvidos pelas glandulas e, posteriormente, os derivados
resultantes da degradacdao lipidica seriam transportados pela hemolinfa, via lipoforinas, para
reserva no corpo gorduroso ou para outros 6rgaos alvos de intensa atividade metabdlica na
obtencéo energia.

- Mais estudos séo necessarios com a utilizacdo de novas abordagens para esclarecer
totalmente as funcdes dessas glandulas, exclusivas das formigas e de algumas vespas

solitarias.
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