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RESUMO 

 

Avanços na espectrometria de massas oferecem atualmente uma ótima oportunidade para 

estudos na investigação de interações moleculares em amostras de tecido. Um exemplo destes 

avanços foi o desenvolvimento da técnica MALDI Mass Spectral Imaging (MALDI MSI) 

voltada para a análise da distribuição espacial de compostos químicos em cortes histológicos. 

Essa técnica utiliza a sensibilidade e a especificidade da espectrometria de massas para 

mapear e produzir imagens bidimensionais, uma ‘’fotografia química’’, de moléculas 

presentes em cortes histológicos, proporcionando o estudo da interação molecular, 

complexidade e abundância relativa de biomoléculas. Neste trabalho, foi desenvolvida uma 

nova plataforma analítica para MALDI MSI em cérebro de abelhas Apis mellifera, que 

possibilitasse o estudo da distribuição espacial de alguns neuropeptídeos (Nps) importantes 

fisiologicamente (alatostatina – AST e taquicinina – TRP). Esses Nps foram estudados no 

cérebro de abelhas operárias com 20 dias de idade, comparando indivíduos que tiveram o 

comportamento agressivo estimulado (indivíduos “agressivos”) e indivíduos que não 

exerceram o comportamento agressivo (indivíduos controle). Após as análises de 

espectrometria de massas, os espectros de massas foram convertidos em imagens, gerando 

mapas de densidade de distribuição para cada relação massa/carga. Nesse estudo foram 

identificadas duas proteínas precursoras de Nps e alguns Nps pertencentes à classe das ASTs 

e TRPs. Os resultados sugerem que os precursores AST e TRP sofreram uma rápida clivagem 

e sucessivo transporte dos Nps maduros, para diferentes regiões do cérebro. Um perfil 

diferente de Nps foi observado em diferentes regiões do cérebro, incluindo diferenças 

qualitativas e quantitativas relativas entre os grupos não-agressivo e agressivo. Essas 

diferenças demonstram a complexidade do cérebro desses insetos, e a distribuição 

heterogênea dos Nps estudados, indicando que essas moléculas atuem em regiões específicas 

do cérebro e que possam atuar na modulação do comportamento agressivo. Pode-se concluir 

que a plataforma analítica desenvolvida foi muito sensível à detecção de Nps, proporcionando 

a visualização da distribuição espacial de proteínas e Nps in situ no cérebro de abelhas A. 

mellifera, em um curto espaço de tempo, utilizando-se um protocolo experimental de 

preparação de amostra muito simples e de fácil execução. Os resultados obtidos demonstram 

o enorme potencial da técnica para a melhor compreensão de processos biológicos, tal como a 

atuação de Nps na modulação do comportamento agressivo em abelhas. No futuro, a técnica 

estabelecida poderá ser utilizada para a compreensão de processos biológicos complexos, tais 

como a aprendizagem, memória e a modulação do comportamento social em A. mellifera. 



 
 

 

PALAVRAS CHAVE: Espectrometria de Massas. MALDI MSI. Neuropeptídeos. Apis 

mellifera. Neurobiologia. 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

New developments in mass spectrometry offer currently new opportunities for studies 

involving the specific localization of molecular ions directly in tissue samples. An example of 

recent advances in mass spectrometry was the development of technique Mass Spectral 

Imaging (MALDI MSI) that allows spatial analysis of chemical distribution patterns in intact 

tissues. This technique uses the sensitivity and specificity of mass spectrometry for mapping 

compounds distribution and to produce stereo spatial images, like a ``chemical photography´´, 

of molecules present in histological sections. Thereby, it´s possible to study molecular 

interactions, complexity and relative abundance of biomolecules. In this work, it was 

developed a new analytical platform for MALDI MSI in honeybee Apis mellifera brain, which 

make possible to study the spatial distribution of some physiologically important 

neuropeptides (Nps) – allatostatin (AST) and tachykinin (TRP). These Nps were studied in 

the honeybee brain with 20 days of age, comparing individuals who had aggressive behavior 

excited ("aggressive" individuals) and individuals who have not exercised aggressive 

behavior (control individuals). After mass spectrometer analysis, the mass spectra were 

converted into images, creating density maps for each mass/charge ratio distribution. In this 

study, it was identified two Nps protein precursor and some Nps belonging to ASTs and TRPs 

classes. The results suggest that AST and TRP precursors underwent a rapid cleavage and 

subsequent transport of mature Nps for different brain regions. A different Nps profile was 

observed in different brain regions, including qualitative and quantitative relative differences 

between non-aggressive and aggressive groups. These differences demonstrate the brain 

complexity of the studied insects and the Nps heterogeneous distribution, indicating that these 

molecules act in specific brain regions and that they can act in aggressive behavior 

modulation. It can be concluded that the analytical platform developed was very sensitive for 

Nps detection, providing in situ spatial distribution visualization of proteins and Nps in 

honeybee brain, in a short space of time and using a simple and easy to perform experimental 

sample preparation. The results demonstrate the enormous potential of the technique for better 

understanding of biological processes, such as the roles of Nps in aggressive behavior 

modulation in bees. In the future, the technique now established will be used in an attempt to 

contribute to a better understanding of complex biological processes such as learning and 

memory process and social behavioral modulation. 

 

Keywords: Mass spectrometry. MALDI MSI. Neuropeptides. Apis mellifera. Neurobiology. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Atualmente, a espectrometria de massas (MS) representa uma das técnicas analíticas 

mais versáteis e sensíveis disponíveis aos cientistas e é uma ferramenta valiosa utilizada em 

diversos estudos nas áreas de Química, Biologia, Ciências Médica e Ciências Tecnológicas. 

Através de sua utilização é possível obter informações sobre: a estrutura da molécula, 

constituição química dos analitos, composição quantitativa e qualitativa de misturas 

complexas e a composição química de superfícies sólidas, bem como fornecer informações 

para a investigação entre as interações moleculares.  

 Um exemplo dos recentes avanços da espectrometria de massas foi o desenvolvimento 

da técnica denominada MALDI Imaging (MALDI-MSI), voltada para análise espacial da 

distribuição química de macro/micro-moléculas em tecidos intactos, o que pode auxiliar no 

estudo desafiador de importantes biomoléculas com alto grau de complexidade, presentes em 

baixa abundância em um determinado tecido. Essa técnica de imageamento químico utiliza a 

sensibilidade e a especificidade da MS para mapear e produzir imagens bidimensionais, como 

se fosse uma “fotografia química’’, de moléculas presentes em um corte histológico, 

proporcionando o estudo da interação molecular, complexidade e abundância relativa de 

biomoléculas em células, bem como o estudo da estrutura molecular e localização espacial de 

moléculas como, por exemplo, os peptídeos. 

A tecnologia normalmente utilizada nesse tipo de estudo envolve o uso de um spray 

que umedece completamente o tecido, provocando grandes alterações na osmolalidade de 

diferentes compartimentos histológicos, e de pressão osmótica local, que por sua vez levam à 

“ruptura dos compartimentos teciduais”, ocasionando a deslocalização das moléculas de 

proteínas (ELSNER et al., 2012). Como alternativa a isso, utilizamos uma nova tecnologia de 

preparação de amostras, baseada na aplicação “a seco” de solventes, matriz analítica, enzimas 

digestivas e demais reagentes, através do efeito piezoelétrico gerado por ponteiras 

ultrassônicas, que constituem o diferencial tecnológico para estudos de imageamento 

molecular por abordagem MALDI. Isso se tornou possível pelo uso de uma “impressora 

química” de alta performance. Esta tecnologia, desenvolvida em parceria com a empresa 

Shimadzu Biotechnology, permite análise de proteínas e peptídeos in situ em cortes 

histológicos de diferentes tipos de tecidos, mantendo intactos os compartimentos celulares 

(ESQUENAZI et al., 2009; GROSECLOSE et al., 2007). 

 A peptidômica é uma área do conhecimento altamente dinâmica que, se aliada com 

estudos proteômicos, tanto funcionais quanto estruturais, e aos dados de outras plataformas 
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“omicas’’ como a genômica, podem proporcionar um melhor entendimento da complexidade 

e interação entre biomoléculas induzidas por situações fisiológicas específicas. Estas 

diferentes situações fisiológicas podem estar associadas à síntese diferencial e às variações na 

abundância de peptídeos e proteínas (HERNÁNDEZ et al., 2012; BOERJAN et al., 2010; 

BROCKMANN et al., 2009; ALAUX et al., 2009) que, se forem devidamente estudadas e 

compreendidas, podem gerar implicações diretas em vários campos da biologia e da 

biotecnologia. 

 Levando-se em conta a importância do estudo de peptídeos e os avanços da análise de 

moléculas in situ através da espectrometria de massas, o presente estudo teve como objetivo o 

desenvolvimento de uma plataforma analítica para o estudo de neuropeptídeos que possam 

atuar na modulação do comportamento agressivo em cérebro de Apis mellifera. As abelhas 

são organismos caracterizados por apresentarem um sistema nervoso estruturado de forma 

simples, com poucos neurônios, por apresentarem uma riqueza comportamental e uma 

impressionante capacidade cognitiva (MENZEL e GIURFA, 2001). Equipados com um 

cérebro de menos de 1 mm cúbico, as abelhas apresentam aproximadamente 950.000 

neurônios e, apesar de parecerem ter uma capacidade cognitiva limitada, esses organismos 

apresentam um repertório comportamental extremamente complexo, plástico e rico, no qual a 

memória e a aprendizagem desempenham um papel fundamental na adaptação desses animais 

ao meio ambiente (MENZEL, LEBOULLE e EISENHARDT, 2006). 

As abelhas são muito conhecidas por apresentarem uma estrutura social extremamente 

complexa, que é dividida em castas (rainhas, operárias e zangões), que por sua vez realizam 

tarefas especializadas para uma função particular, e que podem variar, em alguns casos, de 

acordo com a idade das abelhas. A natureza social e sua grande habilidade em regular as 

diferentes funções como um conjunto de indivíduos, em função de eventos que acontecem 

dentro e fora da colônia, fornecem a chave para seu sucesso e grande capacidade de adaptação 

(WINSTON, 2003). Dentro dessa complexa sociedade podemos destacar um grupo por sua 

notável importância: as abelhas guardiãs. Esse grupo é formado por algumas abelhas operárias 

que patrulham a entrada da colônia, depois de terem completado as tarefas do ninho, porém, 

antes de iniciarem a atividade de forrageamento, e são responsáveis por proteger a colônia 

(FREE, 1980). 

A colônia de Apis contém estoques de mel e de pólen, e frequentemente uma 

abundância de cria, o que atrai a atenção de muitos saqueadores/predadores potenciais, 

inclusive o homem. Isso faz com que o comportamento agressivo desempenhado pelas 

abelhas responsáveis pela defesa da colônia frente a tais invasores, seja de fundamental 
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importância para a sobrevivência da colônia (FREE, 1980). Nesse contexto, a abordagem de 

MALDI Imaging oferece um enorme potencial para a análise simultânea de várias espécies 

moleculares presentes no cérebro de abelhas que possam estar associadas com o 

comportamento defensivo (agressividade) desses animais.  

 Os neuropeptídeos representam, dentre as moléculas mensageiras do cérebro, um dos 

grupos com maior diversidade estrutural e de grande importância na modulação de processos 

fisiológicos e comportamentais, uma vez que funcionam como neuro-hormônios, 

neuromoduladores e neurotransmissores (BROCKMANN et al., 2009). Dentre as principais 

famílias de neuropeptídeos descritas atualmente na literatura estão: alatostatina, apidaecina, 

corazonina, MVPV, miosupressina, NPLP-1, orcocinina, PBAN, perivisco, taquicinina 

(BROCKMANN et al., 2009). Constituindo esses grupos, alguns peptídeos já são conhecidos 

por serem bioativos na modulação do comportamento, como por exemplo, os peptídeos 

APMGFQGMRa (taquicinina), SPSLRLRFa (sNPF), e IYLPLFASRLa (PBAN) que estão 

relacionados com a regulação da alimentação em insetos sociais (BROCKMANN et al., 

2009).  



13 
 
2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Modelo biológico 

 

Décadas de estudos com invertebrados têm estabelecido alguns animais como modelos 

robustos, confiáveis e influentes para o estudo da neurobiologia. Ao longo das últimas 

décadas, podemos observar um aumento significativo da aceitação desses animais, por 

diversas razões, como modelos de elevado potencial para o entendimento de questões básicas 

na biologia, particularmente no nível comportamental, neural e molecular, o que tem 

proporcionado à adoção de novas ideias e conceitos no estudo do comportamento e da 

neurobiologia. Parte desse incrível avanço só está sendo possibilitado devido à adoção de 

novas ferramentas que estão permitindo aos pesquisadores trilharem caminhos inovadores de 

pesquisa que permitem análises cada vez mais complexas do sistema nervoso de 

invertebrados. Depois de um prolongado ceticismo, podemos observar que o tipo de 

contribuição de alguns invertebrados para o desenvolvimento da neurociência está mudando e 

ganhando importância (MENZEL e ERBER, 1978; MENZEL e GIURFA, 2001; SATTELLE 

e BUCKINGHAM, 2006). 

Os invertebrados são caracterizados, em geral, por apresentarem células grandes e 

acessíveis, sistema nervoso bem particionado e estruturado de forma simples, com 

comportamentos bem caracterizados e definidos, o que os tornam alvos de estudos 

neurocientíficos. Estudos com muitos invertebrados tais como os moluscos, gafanhotos, 

caranguejos, anelídeos, medusas e, em especial, as abelhas (Apis mellifera), têm ajudado no 

desenvolvimento de conceitos importantes na neurociência (SATTELLE e BUCKINGHAM, 

2006).  

As abelhas (A. mellifera) são organismos caracterizados por apresentarem um sistema 

nervoso estruturado de forma simples, com poucos neurônios, por apresentarem uma riqueza 

comportamental e uma impressionante capacidade cognitiva (MENZEL e GIURFA, 2001). 

Equipados com um cérebro de menos de 1 mm cúbico, as abelhas apresentam 

aproximadamente 950.000 neurônios e, apesar de parecerem ter uma capacidade cognitiva 

limitada, esses organismos apresentam um repertório comportamental extremamente 

complexo, plástico e rico (MENZEL, LEBOULLE e EISENHARDT, 2006).  

Apresentando um sofisticado sistema sensorial e uma boa capacidade de aprendizagem 

e memória, as abelhas possuem mecanismos essenciais de funcionamento do sistema nervoso 

que não diferem drasticamente daqueles de vertebrados. Essas características conferem às 
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abelhas uma capacidade impressionante de processar informações e de se adaptar ao 

ambiente. Processos comportamentais que variam da coleta de informações através da 

percepção e da tomada de decisão até a adoção de ações adequadas permitem ao animal lidar 

com um ambiente em mudança, corroborando para o grande sucesso evolutivo desses 

animais. 

Dentre todos os insetos, as abelhas são os animais que apresentam a estrutura social 

melhor organizada, de modo que as interações entre os indivíduos produz uma estruturada 

divisão de trabalho, que se correlaciona com a idade do indivíduo e com mudanças na 

fisiologia e na expectativa de vida. Apresentando uma estrutura social extremamente 

complexa, esses organismos, assim como os demais animais sociais, necessitam de uma 

refinada capacidade cognitiva, que por sua vez é fundamental para a intensa comunicação 

entre os indivíduos da colônia, para o reconhecimento espacial, para a navegação durante o 

comportamento de exploração, para o forrageamento, para a defesa da colônia, dentre outras 

funções executadas por esses animais. Em suma, esses organismos são considerados como 

sistemas modelo para o estudo da cognição em um nível intermediário de complexidade. 

 

2.2 Neuropeptidômica 

 

A expressão ´´peptidoma´´ e ´´peptidômica´´ começou a ser utilizado em 2001 e é 

análogo ao termo ´´proteoma´´ e ´´proteômica´´ (WILKINS et al., 1996; SCHULZ-KNAPPE 

et al., 2001; VERHAERT et al., 2001). Em contraste com a proteômica, que foca no estudo de 

proteínas (> 10 kDa) e suas interações, a peptidômica envolve o estudo de peptídeos 

endógenos (< 10 kDa) contidos em células, órgãos, fluídos e organismos, tais como 

hormônios e neuropeptídeos.  

Os neuropeptídeos são moléculas mensageiras de ampla diversidade estrutural e de 

grande importância na modulação de processos fisiológicos e comportamentais, uma vez que 

podem funcionar como neuro-hormônios, neuromoduladores e neurotransmissores 

(BROCKMANN et al., 2009). Essas moléculas desempenham papéis de sinalização tanto 

nervosos quanto endócrinos, estando envolvidas na regulação de quase todos os processos 

fisiológicos no reino animal, tais como o desenvolvimento, reprodução, crescimento, 

metamorfose, alimentação, homeostase, memória e o comportamento.  

 Bastantes esforços têm sido realizados nas últimas décadas com a finalidade de 

identificar essas biomoléculas em uma grande variedade de espécies, muitas delas 

pertencentes à classe dos insetos (BOERJAN et al., 2010). Dentre esse grupo, as abelhas (A. 
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mellifera) oferecem enormes possibilidades para o estudo da atividade dos neuropeptídeos por 

serem organismos considerados modelos na neurobiologia, como discutido anteriormente. 

Nesses insetos, as principais famílias de neuropeptídeos descritas atualmente na literatura são: 

Allatostatin, Apidaecin, Corazonin, MVPV, Myosuppressin, NPLP-1, Orcokinin, PBAN, 

Perivisc, Tachykinin (BROCKMANN et al., 2009). Diversos neuropeptídeos já foram 

descritos por atuarem na modulação do comportamento social desses insetos, tais como os 

peptídeos APMGFQGMRa (tachykinin), SPSLRLRFa (sNPF), e IYLPLFASRLa (PBAN) 

que estão relacionados com a regulação da alimentação em insetos sociais (BROCKMANN et 

al., 2009; BOERJAN et al., 2010). 

 

2.3 Espectrometria de massas 

 

Um espectrômetro de massa é um instrumento analítico que converte componentes de 

uma amostra em íons gasosos (carregados positiva ou negativamente) e mede suas massas, 

podendo fornecer informações importantes sobre os analitos, incluindo a sua estrutura, pureza 

e composição (EL-ANEED et al., 2009). Esse instrumento isola os íons gasosos de acordo 

com sua relação massa/carga (m/z). Um espectrômetro de massas é formado basicamente de 

cinco componentes principais: sistema de injeção de amostra, fonte de íons, analisador, 

detector e processador de dados. As amostras (sólida, líquida ou gasosa) são introduzidas no 

espectrômetro através do sistema de injeção. Na fonte de íons os componentes da amostra são 

convertidos em íons, de acordo com o método de ionização do equipamento. Como resultado 

do processo de ionização temos a formação de uma nuvem de íons, que deixam a fonte de 

ionização e são acelerados para dentro do analisador de massas. Uma vez separados no 

analisador de massas, os íons vão direto ao detector e os sinais gerados são processados e 

analisados por modernos computadores. 

 A espectrometria de massas é um dos métodos mais precisos, rápidos e confiáveis 

disponíveis para determinar a massa molecular de analitos com uma alta precisão em uma 

única medição. Todavia, essa técnica analítica não é recente, ela teve seu início em 1886 com 

a descoberta do íon positivo por Goldstein (GOLDSTEIN, 1886). O primeiro espectro de 

massas foi obtido por Thomson em 1912, e o primeiro espectrômetro foi desenvolvido por 

Dempster em 1918 (DEMPSTER, 1918). A partir desta data vários tipos de espectrômetros 

foram desenvolvidos para diversas finalidades, mas o grande avanço da espectrometria de 

massas no campo biológico ocorreu a partir da década de 80 com o desenvolvimento das 

técnicas de ionização MALDI (HILLENKAMP et al., 1987) e ESI (FENN et al., 1989). 
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 Com o advento das fontes de ionização suaves (MALDI e ESI) houve uma revolução 

na extensão das aplicações da espectrometria de massas, que passaram a abranger a análise de 

proteínas, peptídeos, biopolímeros, polímeros sintéticos, pequenas moléculas polares, dentre 

outras moléculas (EL-ANEED et al., 2009; KOLLIPARA et al., 2011) . Essas técnicas de 

ionização são consideradas suaves, pois formam íons com baixa energia interna, permitindo a 

observação de espécies iônicas moleculares com pouca ou nenhuma fragmentação durante o 

processo. Por exemplo, a ionização do tipo ESI se baseia no princípio da formação de um 

“spray” eletrolítico (FENN et al., 1989). Nesse processo, o solvente vai evaporando até que os 

íons sejam expelidos para a fase gasosa e passem através de placas carregadas, chegando ao 

analisador de massas. Esta técnica utiliza um campo elétrico para a produção do “spray” de 

gotículas carregadas, podendo produzir íons positivos ou negativos, dependendo da 

preparação da amostra e tipo de análise (EL-ANEED et al., 2009). 

 Na técnica MALDI, os íons são dessorvidos da fase sólida. Esse processo resulta na 

passagem não espontânea de moléculas não voláteis da fase sólida para a fase gasosa e na 

ionização dos analitos (EL-ANEED et al., 2009). A amostra é inicialmente misturada a um 

solvente e incorporada a uma estrutura cristalina de pequenos compostos orgânicos (matriz) 

em excesso molar, para que ocorra o processo de co-cristalização entre os analitos e a matriz 

(KOLLIPARA et al., 2011; JURINKE et al., 2004). Os componentes dessa mistura são 

trazidos para a fase gasosa através da utilização da radiação laser, que é absorvido pela matriz 

causando uma decomposição estrutural dos cristais irradiados (EL-ANEED et al., 2009). Esse 

processo gera uma nuvem de partículas, através da qual os íons são extraídos por um campo 

elétrico. A figura 1 representa os processos através dos quais os íons são formados durante 

uma análise de espectrometria de massas do tipo MALDI (EL-ANEED et al., 2009). 
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Figura 1. Representação esquemática do processo de ionização MALDI. O 
cocristalizado de matriz-analito é bombardeado com um laser UV que excita a 
matriz, que, por sua vez, transfere energia aos analitos. Esse processo resulta na 
ionização e dessorção dos analitos. 

 

 
Fonte: EL-ANEED et al. (2009), tradução nossa. 

 

 Após o processo de ionização, os íons são direcionados para um analisador de massas 

e separados de acordo com suas relações massa/carga (m/z). O analisador de massas 

comumente associado ao MALDI é conhecido como Tempo de Vôo – ToF (Time-of-Flight). 

Essa metodologia de separação de íons é uma das mais simples e, apesar de ter sido descrita 

pela primeira vez em meados do século XX por Stephens (1946), ela só foi redescoberta na 

década de 90 (BROWN e LENNON, 1995). Em um analisador ToF, os íons voam livremente 

sob vácuo em um tubo de 1-2 metros de comprimento, até atingirem o detector. A relação m/z 

é determinada através da medida do tempo de vôo das moléculas ionizadas, o qual é maior 

para moléculas maiores do que para moléculas menores – considerando que as suas energias 

iniciais sejam iguais – (JURINKE et al., 2004; CANTÚ et al., 2008). As massas são 

acessíveis como dados numéricos para processamento direto e subsequente análise. 

 De acordo com Cunha (2006), a compatibilidade dos diferentes tipos de analisadores 

de massas aos diferentes métodos de ionização pode variar muito, de modo que as diferentes 

possibilidades de associações possam ser empregadas para a análise de diferentes moléculas. 

Nesse contexto, espectrômetros de massas do tipo MALDI-ToF têm sido utilizados para a 

análise de peptídeos e proteínas de alto peso molecular (KOLLIPARA, et al., 2011). 

 Atualmente, esses espectrômetros têm sido utilizados para a análise de proteínas e 
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peptídeos em várias amostras biológicas, tais como plasma, soro, saliva, leite, urina e, mais 

recentemente, para a análise direta de tecido, através da técnica denominada MSI 

(VOORTMAN et al., 2008; RYU et al., 2006; MELTRETTER et al., 2008; M’KOMAA et 

al., 2007; REYZER e CAPRIOLI, 2005).  

 

2.4 Imageamento molecular 

 

O imageamento molecular através da espectrometria de massas (Mass spectrometry 

imaging - MSI) tem emergido como uma importante ferramenta analítica na última década, 

mostrando informações valiosas em vários campos do conhecimento devido a sua capacidade 

única de fornecer informações multicomplexas sem a necessidade de marcação ou coloração 

(WU et al., 2013). A espectrometria de massas pode gerar perfis que contêm centenas de 

biomoléculas diretamente a partir de um tecido, e através da correlação 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).  

 Atualmente, diversos de métodos para o estudo de moléculas in situ têm sido 

desenvolvidos, possibilitando a análise de uma variedade de moléculas por MSI 

(RUBAKHIN e SWEEDLER 2010). Essa tecnologia tem sido rotineiramente aplicada para 

análise de diversos compostos biológicos e não biológicos, tais como: proteínas, peptídeos, 

lipídeos, compostos de baixa massa molecular (como drogas farmacêuticas), nucleotídeos, 

metabólitos, cosméticos, dentre outros, devido a sua capacidade única 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). Essa ferramenta tem sido aplicada em diversas áreas, como nas ciências 

biológicas, biomédica, química, farmacêutica, de materiais, forense, dentre outras, devido à 

sua alta especificidade química e relativa facilidade de aplicação (PACHOLSKI e 

WINOGRAD, 1999; MCDONNELL e HEEREN, 2007; VIDOVA et al., 2009; CHUGHTAI 

e HEEREN, 2010 ; VICKERMAN, 2011). 

Os métodos de ionização sob vácuo mais utilizados para análises de MSI são a 

ionização e dessorção a laser assistida por matriz (matrix assisted laser desorption ionization 

– MALDI) e a espectrometria de massas de íons secundários (secondary ion mass 

spectrometry - SIMS) (PACHOLSKI e WINOGRAD, 1999; MCDONNELL e HEEREN, 

2007; VIDOVA et al., 2009; CHUGHTAI e HEEREN, 2010; VICKERMAN, 2011; 
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WATROUS, ALEXANDROV e DORRESTEIN, 2011). Outra técnica de ionização sob 

vácuo utilizado para o imageamento químico é o NIMS (nanostructure-initiator mass 

spectrometry), introduzida por Siuzdak e colaboradores (2007), que não utiliza matriz, gera 

uma fragmentação reduzida por ser uma técnica de ionização suave e apresenta alta resolução 

espacial e sensibilidade (NORTHEN et al., 2007; WOO et al., 2008; WU et al., 2013). Essa 

tecnologia vem sendo aplicada para a análise de biofluidos (urina, saliva e sangue) no estudo 

de xenobióticos e metabólitos, para a análise de células isoladas e imageamento químico de 

tecidos (YANES et al., 2009; WU et al., 2013).  

 Além dos métodos de ionização sob vácuo utilizados para análises de MSI, 

recentemente foram desenvolvidas técnicas de ionização ambiente, que são realizadas sob 

pressão atmosférica. Nessas técnicas as amostras são submetidas a pouca ou nenhuma 

preparação, a ionização ocorre fora do espectrômetro de massas, e somente os íons são 

introduzidos no interior do espectrômetro, e não toda a amostra (COOKS et al., 2006; WU et 

al., 2013). Mais de trinta métodos de ionização ambiente têm sido desenvolvidos nos últimos 

anos (VAN BERKEL, PASILIS e OVCHINNIKOVA, 2008; VENTER, NEFLIU e COOKS, 

2008; CHEN, GAMEZ e ZENOBI, 2009; ALBERICI et al., 2010; HUANG et al., 2010; 

HUANG et al., 2011; IFA et al., 2010; WESTON, 2010; HARRIS, GALHENA e 

FERNANDEZ, 2011), alguns dos quais têm sido utilizados em análises de MSI. Dentre esses 

métodos temos: DESI - desorption electrospray ionization (IFA et al., 2007), LAESI - laser 

ablation electrospray ionization (NEMES e VERTES, 2007), DAPPI - desorption 

atmospheric pressure photoionization (POL et al., 2009), PESI - probe electrospray 

ionization (CHEN et al., 2009a), fs-LDI - femtosecond laser desorption ionization (COELLO 

et al., 2010), IR-LAMICI - infrared laser ablation metastable-induced chemical ionization 

(GALHENA et al., 2010), dentre outros. 

 

2.4.1 Imageamento molecular por técnicas de ionização ambiente 

 

2.4.1.1 Ionização de dessorção por eletrospray – DESI 

 

O método de ionização DESI surgiu como uma técnica de ionização ambiente 

alternativa em 2004 (TAKÁTS et al., 2004). Essa técnica apresentou uma perspectiva 

inovadora para a realização de análises químicas quantitativas e qualitativas através da 

espectrometria de massas. A ideia central era que a superfície de objetos tais como um pedaço 

de couro, uma semente de planta cortada ao meio, um tomate intacto, a ponta de um dedo, 
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dentre outros, pudessem ser analisadas diretamente por MS sem que houvesse a necessidade 

da extração das moléculas de interesse, ou um pré-tratamento da amostra. A sua primeira 

aplicação para o imageamento químico foi descrito por Ifa e colaboradores (2007) que 

utilizaram a técnica para o estudo de lipídeos em secções cerebrais de ratos.  

No método de ionização DESI, gotículas primárias carregadas geradas por ESI causam 

um impacto de solvente na superfície da amostra para dessorver o analito em gotículas 

secundárias (VENTER, SOJKA e COOKS, 2006; WU et al., 2013). Simulações do processo 

de DESI mostram a liberação de dezenas de microgotículas com o impacto de uma única gota 

primária de alta velocidade atingindo a amostra (COSTA e COOKS, 2008). As 

microgotículas secundárias contendo os analitos são geradas externamente, sugadas para 

dentro da entrada do espectrômetro de massa e analisadas – Figura 2 – (WU et al., 2013). Esse 

processo pode ser basicamente subdividido em três etapas: na primeira um spray de solvente 

incide sobre a amostra formando uma fina camada de líquido; na segunda etapa a camada de 

líquido formada sobre a amostra auxilia na extração dos analitos; a última etapa do processo é 

iniciada por consecutivas colisões de gotículas primárias oriundas do ESI com a fina camada 

de líquido, gerando um processo contínuo que produz gotículas secundárias contendo os 

analitos extraídos da amostra (MONGE et al., 2013). Estudos da energia interna corroboram 

com a hipótese de que o último passo da liberação dos íons é idêntico ao processo que ocorre 

na ionização do tipo ESI (NEFLIU et al., 2008). 

 Os parâmetros que influenciam o desempenho geral de uma análise por DESI são os 

ângulos de incidência das gotículas primárias e o ângulo da amostra, a distância da entrada do 

espectrômetro de massas, a distância entre o spray capilar e a amostra, dentre outros 

(TAKÁTS, WISEMAN e COOKS, 2005). Uma fonte independente do ângulo foi 

desenvolvida por Venter e Cooks (2007). A resolução espacial alcançável depende, dentre 

outros parâmetros, do tipo de substrato e da composição do solvente, atingindo, normalmente, 

200 µm (TAKÁTS, WISEMAN e COOKS, 2005; GREEN et al.; 2010). Durante o 

imageamento químico a integridade espacial é mantida de modo que não ocorra a difusão dos 

analitos através da superfície úmida ou a redistribuição química após o tecido ser submetido 

ao ”spray” eletrolítico (WISEMAN et al.; 2008). 
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Figura 2. Representação esquemática dos princípios de operação no método de ionização por 
DESI. Um jato de gotículas primárias atinge a superfície da amostra causando a dessorção dos 
analitos em gotículas secundárias (gotículas carregadas), que são sugadas para dentro do 
espectrômetro de massas e analisadas. 

 

 
Fonte: WU et al. (2013), tradução nossa.  

 

 A maioria dos focos recentes de estudo está na análise de amostras biológicas tais 

como plantas, tecidos animais, culturas bacterianas e fluidos biológicos, que são realizadas 

através de experimentos de MS ou MSI. No entanto, existem muitas utilizações em análises 

de rotina, como, por exemplo, para análises farmacêuticas de alto rendimento, análise de 

alimentos e de fragrâncias (MONGE et al., 2013).  

 Dentre essas áreas temos a sua utilização para a realização de imageamento químico 

direto de metabólitos em folhas e pétalas de Hypericum perforatum (LI, HANSEN e 

JANFELT, 2013). Nesse estudo foi possível localizar importantes metabólitos, tais como 

alguns ácidos graxos de cadeia longa (VLCFAs - very long chain fatty acids), hypericin (m/z 

503), hyperforin (m/z 535), rutin (m/z 609), dentre outros metabólitos. Essa técnica de 

ionização também foi descrita para o estudo de drogas e metabólitos em tecidos animais (WU 

et al., 2010; GREER; STURM e LI, 2011; VISMEH et al., 2012). Vismeh e colaboradores 

(2012) descreveram a aplicação de DESI-MSI para a análise de secções coronais (6 µm) de 

cérebro de rato que receberam a administração de 2,5 mg/kg de clozapina, um antipsicótico 

atípico utilizado no tratamento de esquizofrenia, que é capaz de se ligar a vários tipos de 

receptores do sistema nervoso central. A clozapina foi localizada e quantificada em secções 

individuais do cérebro dos organismos tratados (45 minutos após a administração da droga). 

A quantificação por DESI-MSI revelou 0,2-1,2 ng de clozapina em secções individuais do 

cérebro, que foram posteriormente confirmadas por extração e análise por espectrometria de 

massa do tipo LC-MS/MS. 
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  A abordagem DESI-MSI também vem sendo utilizada para o estudo de diversos tipos 

de câncer, tais como: oligodendroglioma, astrocitoma, oligoastrocitoma, meningiomas, 

adenocarcinomas, dentre outros (EBERLIN et al., 2010; EBERLIN et al., 2012; EBERLIN et 

al., 2013). Eberlin e colaboradores (2010) utilizaram a abordagem de imageamento por DESI 

para a análise do perfil lipídico de 68 secções de câncer de próstata e tecidos de próstata 

normais; esse estudo identificou o sulfato de colesterol como um possível marcador para o 

câncer de próstata. Estudos mais recentes demostram a aplicação de DESI-MSI na elucidação 

do perfil lipídico e caracterização molecular intra-operatória de tumores cerebrais, podendo 

ser aplicada à detecção molecular dos limites entre os tecidos normais e neoplásicos durante 

procedimentos cirúrgicos (EBERLIN et al., 2013). Nesse estudo foi elaborada uma 

classificação para discriminar gliomas e meningiomas, baseados em 36 amostras de gliomas e 

19 de meningiomas. O modelo de classificações proposto foi testado e validado através da sua 

aplicação na análise de 32 amostras cirúrgicas obtidas de cinco sujeitos de pesquisa 

submetidos a cirurgias cerebrais. Foram estudados diferentes tumores, tais como 

oligodendroglioma, astrocitoma e meningioma de diferentes graus e concentrações celulares. 

Os diagnósticos moleculares oriundos da MSI correspondem aos diagnósticos 

histopatológicos com pouquíssimas exceções, demonstrando o elevado potencial da técnica 

para guiar cirurgias cerebrais e fornecer um diagnóstico rápido aos médicos. 

 

2.4.1.2 Laser ablation electrospray ionization – LAESI 

 

O método de ionização LAESI desenvolvido por Nemes e Vertes (2007) é 

caracterizado por produzir moléculas ionizadas sob condições atmosféricas normais 

(ionização ambiente) de amostras contendo água. LAESI é um método de ionização híbrido 

baseado na dessorção a laser dos analitos, seguida pela ionização dos mesmos através de 

colisões com gotículas carregadas (“spray”), produzidas por uma fonte de ionização do tipo 

ESI (NEMES e VERTES, 2007). Nesse processo um feixe de laser (mid-infrared) de 2940 nm 

incide sobre a amostra excitando ligações do tipo O-H em moléculas de água, o que causa 

uma mudança de fase dos analitos e uma extração e ejeção (dessorção) de partículas neutras 

(CHEN, BOGAERTS e VERTES, 2006; VERTES et al., 2008; CHEN e VERTES, 2008; 

TRIM et al., 2012); desse modo, a água age como uma matriz intrínseca (WU et al., 2010). Os 

analitos desorvidos sofrem, então, uma interação com gotículas carregadas produzidas por 

ESI, de modo que partes dessas moléculas sejam convertidas em íons gasosos – Figura 3 

(NEMES, WOODS e VERTES, 2010; TRIM et al., 2012). O imageamento químico por 
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LAESI MS é realizado através da varredura da superfície do tecido com os feixes de laser, 

que incidem sob áreas previamente selecionadas, enquanto os íons gerados são analisados por 

MS e os espectros de massa são gerados (NEMES, WOODS e VERTES, 2010).  

 
Figura 3. Diagrama esquemática com os principais essenciais da 
instrumentação LAESI – C, capilar; SP, seringa; HV, suplemento de energia de 
alta voltagem; L-N2, Laser (N2); M, espelhos; FL, lentes focalizadoras; CV, 
cubeta; CCD, câmera com microscópio de curta distância;  CE, contra eletrodo; 
OSC, osciloscópio digital,  SH, suporte de amostras; L-Er:YAG, laser Er:YAG; 
MS, espectrômetro de massas; PC-1, computador. 

 

 
Fonte: WU et al. (2013).  

 

A aplicação da técnica de ionização LAESI em IMS foi introduzida por Vertes e 

colaboradores em 2008 (NEMES et al., 2008). Nesse trabalho foram identificados metabólitos 

característicos das regiões verdes e amarelas de folhas de Aphelandra squarrosa, na qual pode 

ser observada a distribuição diferencial de metabólitos como, por exemplo, o 

methoxykaempferol glucoronide (m/z 493) que foi identificado apenas nas regiões amarelas e 

o kaempferol (m/z 663) encontrado em ambas as regiões. Foram criadas imagens com 

resolução lateral e em profundidade, com resoluções de 350 µm e 50 µm, respectivamente. As 

distribuições moleculares de alguns metabólitos endógenos demonstraram um contraste 

químico entre as regiões (verdes e amarelas); também foram observadas mudanças 

quantitativas conforme as análises atingiam regiões da epiderme e mesofilo foliar. Desse 

modo, Nemes e colaboradores (2008) demonstraram com a tecnologia LAESI MSI, um novo 

caminho para o imageamento químico por técnicas de ionização ambiente e uma nova 

plataforma para a análise em profundidade de metabólitos em organismos vivos.  

A criação de imagens 3D baseadas nas análises em profundidade foi explorada em um 

estudo subsequente, no qual foram criadas imagens de metabólitos em folhas de 
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Spathiphyllum lynise e Aphelandra squarrosa (Nemes, Barton e Vertes, 2009). Para a criação 

de imagens tridimensionais foi utilizado a combinação de imagens em diferentes 

profundidades. Essas imagens mostraram padrões específicos de acumulação de metabólitos, 

que se relacionam com as funções bioquímicas destas biomoléculas na fotossíntese e defesa 

da planta. Avanços na técnica LAESI MSI também possibilitaram sua aplicação no 

imageamento molecular a nível celular (single-cell imaging). Shrestha e colaboradores (2011) 

realizaram com sucesso o imageamento químico de células epidérmicas individuais de cebola 

(Allium cepa) e de aglomerados celulares aclorofilados em folhas de Citrus aurantium. 

 Com o desenvolvimento da técnica LAESI MSI e de metodologias relacionadas, foi 

possível estender a aplicação da técnica que inicialmente era utilizada para a análise de 

tecidos vegetais e que agora é aplicada, também, para a análise de tecidos animais. Após 

superar desafios técnicos associados à desidratação potencial de alguns tecidos animais no 

ambiente, Nemes e colaboradores (2010) demonstraram a viabilidade da aplicação da técnica 

para a análise de lipídeos e metabólitos em secções de cérebro de ratos (sem tratamento 

químico) à pressão atmosférica (NEMES, WOODS e VERTES, 2010). Essa tecnologia 

também foi utilizada para monitorar a distribuição de proteínas endógenas em secções de 

tecidos biológicos (TRIM et al., 2012), para a análise in vitro de metabólitos no órgão elétrico 

de arraias Torpedo californica (SRIPADI et al., 2009), dentre outras aplicações.  

 

2.4.2 Imageamento molecular por técnicas de ionização sob vácuo 

 

2.4.2.1 Espectrometria de massa de íons secundários – SIMS 

 

A análise química em nano escala de organismos vivos ou a análise de objetos 

artificiais é uma tarefa analítica altamente desafiadora e relevante para a ciência e tecnologia 

atuais (SENONER e UNGER, 2012). Impulsionado pelo desempenho do imageamento 

químico, em especial a resolução lateral de superfícies, diversos métodos analíticos foram 

melhorados durante as últimas décadas (ADAMS, VAECK e BARRETT, 2005; ADAMS, 

2008; WU e BECKER, 2011). Diferentes métodos de espectrometria de massas tais como as 

técnicas MALDI, DESI e LAESI permitem o imageamento químico (IFA et al. 2007; 

VICKERMAN, 2011; SENONER e UNGER, 2012; EBERLIN et al., 2013), mas apenas a 

espectrometria de massas de íons secundários (SIMS) é capaz de resolver a composição 

química em nível de nano escala (SENONER e UNGER, 2012).  
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A história de SIMS desde o seu princípio no início dos anos 60 foi recentemente 

revisada por um de seus pioneiros, Werner (2003). Nessa revisão fica claro que o 

desenvolvimento da SIMS ocorreu inicialmente devido as necessidades da indústria de 

eletrônica e de semicondutores, e que o primeiro instrumento comercial de imageamento, que 

fornecia informações elementares (10 µm de resolução lateral), estava disponível no mercado 

no final da década de 60 (WERNER, 2003). O imageamento por SIMS-MSI é, de fato, a mais 

antiga técnica de MSI (CASTAING e SLODZIAN, 1962; BENNINGHOVEN, 1970), 

todavia, apenas nas últimas décadas foi possível criar imagens bi e tridimensionais 

(PACHOLSKI e WINOGRAD, 1999; TOUBOUL et al., 2005; SJÖVALL, JOHANSSON e 

LAUSMAA, 2006; VAIDYANATHAN et al., 2008). Atualmente, essa técnica tem sido 

aplicada a diversas áreas, tais como na geologia, cosmoquímica, pesquisa de materiais, 

biologia, ecologia, pesquisas médicas, dentre outras (SENONER e UNGER, 2012). A história 

mais detalhada do imageamento químico através da SIMS foi apresentada em uma série de 

revisões (CHABALA et al., 1995; GUERQUIN-KERN et al., 2005; BOXER, KRAFT e 

WEBER, 2009). 

A técnica SIMS é baseada na utilização de um feixe primário de íons energéticos 

(normalmente de 5 a 40 keV) gerados por uma fonte de íons (primária), que incidem sobre a 

superfície sólida da amostra, induzindo uma cascata de colisões abaixo da mesma - Figura 4 - 

(BOXER, KRAFT e WEBER, 2009; TRIM et al., 2012; SENONER e UNGER, 2012). Nessa 

cascata de colisões a energia é dissipada a partir das partículas energéticas primárias para os 

constituintes da amostra, quebrando as ligações e fazendo com que as partículas deixem a 

superfície bombardeada (íons secundários) devido à transferência de momento (momentum) 

(Figura 5) – esse processo é conhecido com pulverização catódica (SENONER e UNGER, 

2012). A maioria das partículas secundárias é neutra, e apenas uma pequena parte dessas 

partículas é ionizada (~ 1%) e detectada por espectrômetros de massas (SENONER e 

UNGER, 2012). 
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Figura 4. Cascata de colisões em uma amostra sólida, coberta 
por uma monocamada, iniciada pelo impacto de um íon 
energético primário – vermelho. 

 

 
Fonte: SENONER e UNGER (2012).  

 
Figura 5. Esquema simplificado com os componentes essenciais de um espectrômetro 
de massas de íons secundários (SIMS). Os componentes comuns para todos os 
instrumentos SIMS são: a fonte de íons primária, uma câmara de amostra com uma 
lente de extração de íons secundários e um espectrômetro de massas. 

 

 
Fonte: SALEEM e GALLA (2010), tradução nossa.  

 

A espectrometria de massa de íons secundários pode ser realizada basicamente de dois 

modos, denominados SIMS dinâmico e SIMS estático. Para o SIMS dinâmico, o termo 

‘‘dinâmico’’ refere-se à erosão substancial da superfície da amostra por um fluxo de alta 
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densidade de íons primários, aplicado normalmente para a análise de compostos em 

profundidade e para o mapeamento desses compostos (SENONER e UNGER, 2012). No 

SIMS estático os íons secundários são originados exclusivamente de regiões não danificadas 

sobre a superfície da amostra analisada (SENONER e UNGER, 2012). Para atingir esse 

objetivo, a densidade de fluxo de íons primários tem que ser menor do que o “limite estático” 

de 1012 íons primários por cm2, e a produção de íons secundários devem ser bem menores 

(SENONER e UNGER, 2012). Esse baixo fluxo de íons primários garante estatisticamente 

que cada íon primário atinja uma região “virgem” da amostra, que ainda não sofreu danos por 

impactos anteriores (SENONER e UNGER, 2012).  

Atualmente, existem duas abordagens fundamentalmente diferentes para a análise 

SIMS de amostras biológicas baseadas no modelo do instrumento: ToF-SIMS e SIMS 

dinâmico utilizando espectrômetro de massas de setor magnético (BOXER, KRAFT e 

WEBER, 2009). Para o ToF-SIMS, os íons secundários gerados são analisados pelos 

analisadores de massa do tipo tempo-de-vôo, permitindo que um amplo espectro de massas 

seja monitorado durante as análises. O objetivo da utilização do ToF-SIMS é a dessorção e 

detecção de espécies moleculares (BOXER, KRAFT e WEBER, 2009). Por outro lado, o 

SIMS dinâmico utiliza feixes de íons primários contínuos e um conjunto pré-selecionado de 

íons é detectado com um espectrômetro de massas de setor magnético (BOXER, KRAFT e 

WEBER, 2009).  

De modo geral, as principais razões que fizeram com que a técnica SIMS não tenha 

sido amplamente adotada para o estudo de amostras biológicas são: a sensibilidade e 

resolução espacial insuficientes, os desafios apresentados quanto a identificação molecular, e 

os desafios da preservação de amostras biológicas submetidas a análises sob alto vácuo 

(BOXER, KRAFT e WEBER, 2009). Todavia, atualmente devido aos avanços tecnológicos e 

melhorias nos protocolos experimentais, as aplicações da técnica SIMS-MSI vêm expandindo 

enormemente. Após 2006, quando Heeren e colaboradores publicaram um artigo intitulado 

“Why don’t biologists use SIMS?”, foi possível observar um aumento crescente no número de 

artigos que descrevem a aplicação de SIMS-MSI para análises biológicas (SENONER e 

UNGER, 2012). 

Dentre as recentes aplicações da técnica SIMS-MSI, temos a sua utilização para o 

estudo da distribuição química em membranas biológicas (COLLIVER et al., 1997; 

PACHLOSKI et al., 1998; RODDY et al., 2002; ALTELAAR et al., 2006; TOUBOUL et al., 

2007). Embora a bicamada lipídica seja o elemento estrutural universal das membranas 

biológicas, pouco se sabe sobre a organização lateral dos lipídeos e das proteínas associadas à 
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membrana (BOXER, KRAFT e WEBER, 2009). Acredita-se que os microdomínios proteicos, 

por exemplo, desempenham um papel central na organização do sistema fluido, permitindo 

que a membranas das células possam realizar processos celulares essenciais, incluindo o 

recrutamento de proteínas e de transdução de sinal (HANCOCK, 2006; ZHENG et al., 2008).  

Um dos mais impressionantes exemplos que demonstra o potencial da técnica SIMS-

MSI foi descrito por Ostrowski e colaboradores (2004), que descreveram uma diminuição na 

abundância de fosfatidilcolina e um aumento de aminoethylphosphonolipid detectados em 

sítios de fusão (conjugação) na membrana plasmática entre células de Tetrahymena. 

Gunnarsonet e colaboradores (2010) também realizaram um trabalho importante ao aplicarem 

a técnica ToF-SIMS no imageamento da bicamada lipídica. Nesse estudo foi possível 

identificar vesículas lipídicas submicrométricas com separações menores do que 1 µm e com 

uma resolução lateral de 60 nm. Se esses resultados puderem ser generalizados, isso 

significaria uma oportunidade única de analisar a composição de regiões específicas das 

membranas plasmáticas com resoluções submicrométricas em outros processos celulares 

importantes (BOXER, KRAFT e WEBER, 2009). 

 O imageamento químico por espectrometria de íons secundários é utilizada, também, 

para a detecção e mapeamento de pequenas moléculas em amostras biológicas. Bich e 

colaboradores (2013) utilizaram a técnica ToF-SIMS para mapear ácidos graxos, colesterol e 

vitamina E nas regiões do giro denteado e do córtex em de secções de cérebro de rato. Nesse 

estudo foram realizados análises de reprodutibilidade do método aplicado, que atingiram um 

coeficiente global de variação de 10 % através de experimentos realizados com cérebro de 

quatro ratos diferentes. De acordo com os modelos matemáticos adotados, os dados foram 

considerados com boa reprodutibilidade.  

 A análise por SIMS-MSI têm sido utilizada em estudos de ecologia relacionados com 

a contaminação ambiental. O transporte de plutônio, urânio e netúnio têm sido analisados em 

águas subterrâneas próximas a usinas de processamentos nucleares (NOVIKOV et al., 2006; 

KALMYKOV et al., 2007; BOULYGA, 2011). Através da aplicação da técnica foi possível 

provar a absorção e localização de radionuclídeos (partículas de plutônio, urânio e netúnio 

adsorvidas em nanopartículas de ferro hidratado coloidal) presentes em plantas e células 

bacterianas (NOVIKOV et al., 2006; KALMYKOV et al., 2007; DUHUTREL et al., 2010; 

BYRNE et al., 2010; BOULYGA, 2011). O imageamento de alta resolução por SIMS 

também tem sido utilizado para pesquisas médicas, tal como no estudo da localização de 

ferro, ferritina e hemossiderina em cérebros patológicos de pacientes com doença de 
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Alzheimer (QUINTANA et al., 2006; QUINTANA et al., 2007), dentre outras inúmeras 

aplicações para amostras biológicas.  

Com o desenvolvimento da técnica SIMS-MSI e de metodologias relacionadas, foi 

possível estender a aplicação da mesma, que era voltada para a análise de componentes 

eletrônicos e semicondutores, e agora, é aplicada também, para diversas análises biológicas. 

Todavia, apesar dessa técnica possibilitar uma análise precisa de amostras biológicas, ainda 

existe muitos desafios que devem ser resolvidos antes desse objetivo de longo prazo se tornar 

uma realidade (BOXER, KRAFT e WEBER, 2009). Como exemplo dos desafios, temos a 

quantificação por SIMS, que muitas vezes é dificultada em decorrência da produção de íons 

secundários dependerem especificamente de parâmetros como a pulverização catódica e a 

probabilidade de ionização dos analitos, que são consequências diretas das características 

inerentes ao material em análise e dos íons primários utilizados (SENONER e UNGER, 

2012). 

 

2.4.2.2 Dessorção a laser assistida por matriz - MALDI 

 

O imageamento químico por espectrometria de massas utilizando a técnica de 

dessorção a laser assistida por matriz (MALDI MSI) é uma das mais versáteis abordagens 

para a análise de biomoléculas in situ (HILLENKAMP et al., 1987; TANAKA et al., 1988; 

ENTHALER et al., 2013). Embora o conceito de imageamento molecular tenha sido 

introduzido há mais de 50 anos, inicialmente utilizando a técnica SIMS-MSI (CASTAING e 

SLODZIAN, 1962; LIEBL, 1967), a disseminação das aplicações biológicas e clínicas para 

MSI se deram após a introdução da técnica de MALDI MSI por Caprioli e colaboradores em 

1997 (CAPRIOLI, FARMER e GILE, 1997). Essa técnica – também chamada de MALDI 

imaging – é caracterizada por permitir o estudo molecular de amostras biológicas complexas, 

tais como secções de tecido e por possibilitar a análise tanto de moléculas de baixa massa 

molecular como de alta massa molecular, tais como proteínas com massas maiores do que 100 

kDa (CAPRIOLI, FARMER e GILE, 1997; SEELEY e CAPRIOLI, 2008; SCHWAMBORN 

e CAPRIOLI, 2010a). 

A técnica de MALDI MSI é baseada na utilização de laser para dessorver e ionizar os 

analitos misturados à solução de matriz, que auxilia extraindo os analitos e é fundamental nos 

processos de dessorção e ionização, como descrito anteriormente na seção de espectrometria 

de massas (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). Resumidamente, o processo de ionização é 

influenciado pelas propriedades químicas dos analitos, da matriz e pela absorção da energia 
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do laser; os analitos são desorvidos e ionizados para a fase gasosa (NORRIS e CAPRIOLI, 

2013). Para o imageamento químico por MALDI, a matriz é aplicada na amostra biológica 

que foi colocada sobre a superfície plana de uma placa. Os dados de espectrometria de massa 

são adquiridos pela análise direta do tecido, realizada através da varredura da amostra por um 

feixe de laser, utilizando um padrão de linhas (resolução) com um número predefinido de 

disparos de laser por coordenada. O processo completo de funcionamento do MALDI e seu 

mecanismo de ionização foram descrito em detalhes em várias revisões (KARAS e KRUGER, 

2003; JASKOLLA e KARAS, 2011).  

O imageamento químico por MALDI oferece inúmeras vantagens em relação às 

demais técnicas de imageamento desenvolvidas até o momento, o que a torna ideal para a 

análise de amostras biológicas. Primeiro, MALDI é caracterizada como uma técnica de 

ionização suave, o que permite a análise de uma ampla variedade de massas moleculares 

(NORRIS e CAPRIOLI, 2013). Segundo, os espectros de massa MALDI são compostos 

predominantemente de relações m/z de moléculas monoprotonadas, o que simplifica a análise 

de misturas complexas de proteínas (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). Terceiro, a dessorção e 

ionização são realizadas utilizando-se um laser, o que permite a realização de análises 

direcionadas a regiões distintas e muito específicas da amostra ao direcionar o feixe de laser 

direto para essas regiões – abordagem denominada de imageamento químico direcionado por 

histologia (CORNETT et al., 2006). Por último, a capacidade dos instrumentos modernos de 

análise de massas tem aumentado muito nos últimos anos, devido à utilização de uma 

variedade de analisadores de massas com maior resolução de massa, velocidade e 

sensibilidade (JONES et al., 2013; NORRIS e CAPRIOLI, 2013). 

Experimentos de imageamento químico por MALDI podem ser realizados através de 

duas abordagens diferentes: imaging (STOECKLI et al., 2001) e profiling (CORNETT et al., 

2006). No modo profiling os espectros de massa são obtidos apenas de pequenas áreas de 

interesse do tecido que são analisadas individualmente através da seleção dessas áreas por 

microscopia ou por outras modalidades de imagem (SCHWAMBORN e CAPRIOLI, 2010b; 

NORRIS e CAPRIOLI, 2013) – abordagem denominada de imageamento químico 

direcionado por histologia (CORNETT et al., 2006). Embora essa abordagem não produza 

mapas moleculares de todo o tecido, ela produz dados moleculares de regiões específicas, o 

que reduz muito o tempo de aquisição e o tamanho dos dados gerados. O modo profiling é 

utilizado normalmente para análises de tecidos heterogêneos no qual apenas uma determinada 

região ou grupos de células específicas (como por exemplo, células cancerosas e células 

normais) são de interesse primordial (SCHWAMBORN e CAPRIOLI, 2010b).  
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Na abordagem imaging, por outro lado, é medida a distribuição total dos analitos 

através de todo o tecido seccionado. Nesse modo pode ser gerados mapas de distribuição de 

valores de m/z de interesse, cujas distribuições são correlacionadas com características 

histológicas da amostra (SCHWAMBORN e CAPRIOLI, 2010b). O conjunto de dados 

completo é composto por milhares de valores de m/z, e a intensidade de cada íon pode ser 

plotada utilizando-se uma escala de cores. Nessa abordagem, o conjunto resultante das 

imagens dos íons pode ser utilizado para retratar com precisão a distribuição espacial das 

moléculas que compõem a amostra (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). A Figura 6 mostra as 

imagens selecionadas a partir de um único experimento de MALDI MSI em uma secção de 

cérebro de rato; a elaboração de mais de 100 imagens moleculares demonstra a elevada 

especificidade da técnica de discriminar valores de m/z únicos. 

 
Figura 6. Conjunto de imagens oriundas de MALDI MSI. As imagens representadas abaixo são oriundas 
de uma única varredura de secção de cérebro de rato. Cada imagem é a representação de um único valor 
de m/z, que tem uma distribuição singular no cérebro; essas imagens representam menos de 10 % das 
imagens criadas pelos autores, demonstrando a complexidade dos dados gerados pela técnica (NORRIS e 
CAPRIOLI, 2013). 
 

 
Fonte: NORRIS e CAPRIOLI (2013). 
 

2.4.2.2.1 Preparação de amostra 
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Em um experimento de MALDI MSI um dos passos mais importantes é a preparação 

de amostra, uma vez que esse processo interfere diretamente na boa qualidade dos espectros 

de massa  e na reprodutibilidade (SEELEY e CAPRIOLI, 2008); a otimização desse processo 

implica diretamente no aumento da sensibilidade e na resolução espacial para analitos 

específicos de interesse (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). Os passos mais comuns da 

praparação de amostra para experimentos de MSI são: a manipulação da amostra (aquisição, 

armazenamento, secção e montagem da lâmina), coloração (seleção da técnica histoquímica), 

tratamento do tecido (processo de lavagem da lâmina e digestão do tecido) e a aplicação de 

matriz (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). 

 Experimentos de imageamento químico por MALDI começam com a coleta da 

amostra. De modo diferente da maioria das tecnologia analíticas que levam em consideração a 

preservação molecular ou a integridade histológica da amostra, na técnica MALDI MSI 

ambas as propriedades são importantes (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). Quanto a preservação 

da amostra, o tempo é um fator extremamente importante, portanto é necessário minimizar o 

máximo possível o tempo entre a coleta da amostra e a preservação correta da mesma. Falhas 

na preservação expõe a amostra a mudanças na morfologia celular devido a degradação 

enzimática dos analitos, podendo comprometer a análise do tecido (FRANZEN et al., 2003; 

FERRER et al., 2007; SKOLD et al., 2007; CRECELIUS et al., 2008). 

 O primeiro processo para a prezervação da amostra é o congelamento da mesma, 

expondo o tecido a uma substância criogênica, tal como nitrogênio líquido, pentano líquido 

ou gelo seco. Nas condições de congelamentos a temperaturas abaixo de −80°C grande parte 

das amostras biológicas podem ser armazenadas por um ano, sem que ocorra diminuição na 

qualidade dos dados de MALDI MSI (SCHWARTZ, REYZER e CAPRIOLI, 2003; 

LEMAIRE et al., 2006); todavia, as amostras biológicas variam muito, e o teste para 

assegurar que as condições de armazenamento estabilizem adequadamente a amostra é 

recomendado (NORRIS e CAPRIOLI, 2013).  

O próximo passo na preparação da amostra é a secção dos tecidos obtidos. O processo 

de secção dos tecidos é muito simples, todavia existem algumas peculiaridades para a análise 

de MALDI MSI, em especial quanto a temperatura e a espessura do corte que são 

fundamentais para a produção de secções de alta qualidade para o imageamento químico. As 

secções dos tecidos são realizadas normalmente entre 3 a 20 µm, dependendo da amostra, o 

que garante que a maioria das células sejam rompidas pela lâmina do criostato expondo o 

conteúdo celular para ser extraído e analisado (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). Assim como a 

espessura, a temperatura para a secção dos tecidos também varia significativamente de acordo 
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com o tecido a ser analisado; tecidos com o fígado e linfonodo são seccionados normalmente 

a −14°C, já secções em tecido adiposo são realizadas a −30°C ou menos (NORRIS e 

CAPRIOLI, 2013). 

 As secções de tecidos podem ser montadas por descongelamento em superfícies 

sólidas, que são arrefecidas até a mesma temperatura de secção do tecidos, e posteriormente, 

aquecidas lentamente pelo lado de baixo ainda dentro do criostato. Esse processo auxilia para 

que haja alterações mínimas no tecido e uma boa qualidade dos espectros; a omissão desse 

processo fará com que condense água na placa assim que ela for removida do criostato, 

prejudicando a qualidade das análises e a integridade do tecido. É importante ressaltar que a 

maioria dos espectrômetros de massa do tipo MALDI-ToF requerem que a lâmina  utilizada 

para o suporte do tecido (normalmente metálica) seja condutura elétrica, para que possa ser 

aplicado o potencial elétrico necessário para acelerar os íons para o analisador de massas 

(NORRIS e CAPRIOLI, 2013). 

 Após os passos iniciais de manipulação da amostra, pode-se empregar um passo 

opcional no processo de MALDI MSI: a coloração histológica. Esse abordagem auxiliar na 

correlação da localização dos analitos encontrados após a aquisição dos dados de MALDI 

MSI contra os dados de morfologia do tecido, para que possa ser realizado correspondência 

entre os resultados moleculares e a morfologia do tecido (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). O 

método mais comum utilizado para a localização das regiões de interesse é a realização de 

secções seriais, seguido pela correspondência entre as secções utilizando-se pontos de 

referência que se encontram tanto no tecido que foi realizado a coloração histológica quanto 

no tecido que será submetido a análise por MS (CORNETT et al., 2006). Uma vez que a 

secção submetida a coloração histológica é analisada por técnicas de microscopia, esses dados 

são correlacionados com a secção não corada a fim de transferir as coordenadas obtidas para 

auxiliar no processo de aplicação de matriz e análise do tecido (CORNETT et al., 2006). 

Apesar de ser opcional, a realização de coloração histológica é quase sempre necessária para 

que se possa marcar com confiança as regiões do tecido que são de interesse. 

 Após a montagem das lâminas o material a ser analisado pode ser submetido a pouco 

ou nenhum pré-tratamento de amostra antes da aplicação de matriz, com a finalidade de 

favorecer a análise dos analitos de interesse (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). Ganhos 

significativos em sensibilidade e reprodutibilidade podem ser obtidos através da adaptação do 

protocolo de pré-tratamento da amostra aos analitos de interesse. Os passos mais comuns de 

pré-tratamento são a lavagem das lâminas para a remoção de sais, lipídeos e contaminantes, e 

a digestão in situ. 
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 Tecidos biológicos são caracterizados por conter um grande número e uma enorme 

variedade de espécies química, variando em concentração em diferentes ordens de grandeza. 

Essa característica faz com que as espécies químicas mais abundantes no tecido possam 

causar problemas para a medição de alta sensibilidade de analitos menos abundantes, como, 

por exemplo, sais e lipídeos que podem afetar negativamente a análise de proteínas e 

peptídeos (CASTAING e SLODZIAN, 1962; BORNSEN, 2000; GOODWIN, 

PENNINGTON e PITT, 2008). Dentre os aspectos que afetam negativamente a análise temos 

a cristalização não homogênea, a supressão de íons de interesse e aformação de aductos na 

fase gasosa (NORRIS e CAPRIOLI, 2013); tais problemas podem ser superados com a 

aplicação de protocolos otimizados de lavagem dos tecidos. 

 Em uma preparação ideal, o procedimento de lavagem deve remover todos as espécies 

químicas do tecido que sejam indesejadas sem afetar as moléculas de interesse. O 

procedimento mais comum utilizado para a análise MALDI MSI de proteínas é o processo 

fixação e desidratação em altas concentrações de etanol (SCHWARTZ, REYZER e 

CAPRIOLI, 2003; CHAURAND et al., 2004; CHAURAND et al., 2006; AERNI, CORNETT 

e CAPRIOLI, 2006; SEELEY et al., 2008). Caprioli e colaboradores utilizam como protocolo 

padrão uma lavagem com etanol 70%, seguido por uma lavagem com etanol 90% e uma 

última de etanol 95%, durante 30 segundos em cada solução; esse protocolo gera a menor 

deslocalização das proteínas e melhora significativamente a relação sinal/ruído dos espectros 

de massa para as amostras testadas (SCHWARTZ, REYZER e CAPRIOLI, 2003).  

Procedimentos de lavagens das lâminas também são utilizados para a análise de 

moléculas de baixa massa molecular, tais como peptídeos (GROSECLOSE et al., 2007; 

ANDERSSON et al., 2008; HANRIEDER et al., 2011; LJUNGDAHL et al., 2011) e lipídeos 

(WANG, LIU e WU 2011; ANGEL et al., 2012; WANG et al., 2012). Tem sido demonstrado, 

por exemplo, que lavagens em diferentes concentrações de etanol são úteis para a remoção de 

lipídeos, enquanto preserva a organização espacial de neuropeptídeos relacionados com a 

doença de Parkinson (ANDERSSON et al., 2008; HANRIEDER et al., 2011; LJUNGDAHL 

et al., 2011). 

 Um outro passo comum do pré-tratamento de amostra é a digestão in situ, no qual é 

realizada a digestão das proteínas presentes na superfície do tecido. Esse procedimento pode, 

em muitos casos, melhorar a análise das proteínas através da análise dos peptídeos oriundos 

da digestão. Essa abordagem envolve normalmente a aplicação da solução de tripsina no 

tecido, utilizando-se impressoras químicas ou equipamentos de sprays, seguido pela 

incubação do tecido em um ambiente úmido a elevada temperatura (37−50°C) por tempo 
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suficiente para a reação de digestão ocorrer – aproximadamente 2 horas (GROSECLOSE et 

al., 2007; GUSTAFSSON et al., 2010; CASADONTE e CAPRIOLI, 2011). Uma vez que a 

digestão in situ foi realizada, é aplicada matriz sobre o tecido para facilitar a análise dos 

fragmentos peptídicos produzidos. 

 O passo que procede a montagem das lâminas ou o pré-tratamento de amostra, caso 

este seja necessário, é a aplicação de matriz, que auxilia no processo de dessorção e ionização 

dos analitos (KARAS e KRUGER, 2003; JASKOLLA e KARAS, 2011). A escolha da matriz 

desempenha um papel crucial para o sucesso da análise de um analito específico (NORRIS e 

CAPRIOLI, 2013; GUSTAFSSON et al., 2011). As matrizes têm sido desenvolvidas para 

uma variedade de classe de moléculas, e cada uma tem pontos positivos e negativos tanto para 

a preparação de amostra, quanto para a classe de analitos para a qual elas foram otimizadas. 

Dentre as matrizes mais comumente utilizadas em MALDI MSI temos o ácido sinapínico 

(3,5-dimetoxi-4-hidroxicinâmico) (BEAVIS E CHAIT, 1989) utilizado para análise de 

proteínas; o DHB (ácido 2,5-diidroxibenzóico) (STRUPAT, KARAS e HILLENKAMP, 

1991) e o CHCA (ácido α-ciano-4-hidroxibenzóico) (BEAVIS, CHAUDHARY e CHAIT, 

1992) utilizados para análise de proteínas, peptídeos, lipídeos e drogas. Temos, também, 

outras matrizes menos utilizadas, tais como o 3-HPA (ácido 3-hidroxipicolínico) utilizados 

para análise de peptídeos e oligonucleotídeos (THOLEY e HEINZLE, 2006; TANG, 

ALLMAN e CHEN, 1993; PAN et al., 2007); o THAP (4,6-trihidroxiacetofenona) utilizada 

para análise de lipídeos, oligonucleotídeos e drogas (PAPAC, WONG e JONES, 1996; 

THOLEY e HEINZLE, 2006); o DHA (GORMAN, FERGUSON e NGUYEN, 1996; 

THOLEY e HEINZLE, 2006) e o DAN (THOMAS et al., 2012) utilizada para análise de 

lipídeos. 

 O sistema de solvente na aplicação de matriz desempenha um papel muito importante 

na preparação da amostra para análise. Em uma análise de MALDI MS convencional, os 

analitos são preparados através da mistura da solução de analito com a matriz e, 

posteriormente, é realizado a secagem da mistura para o estado cristalino, antes da irradiação 

do laser (BEAVIS e CHAIT, 1996; COHEN e CHAIT, 1996); todavia, esse método não é 

aplicado facilmente a análise de tecidos (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). Normalmente, no 

imageamento químico por MALDI a secção do tecido contendo os analitos é montada na 

placa do MALDI antes da aplicação da matriz (NORRIS e CAPRIOLI, 2013), embora 

existam metodologias inovadoras na qual a aplicação de matriz é realizada antes da montagem 

das lâminas (YANG e CAPRIOLI, 2013). Nas condições convencionais, para que ocorra a 
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cocristalização entre os analitos e a matriz é necessário que a solubilidade dos analitos e os 

solventes utilizados sejam compatíveis, promovendo a mistura e cristalização de ambos.  

Dentre os solventes mais comuns utilizando em MALDI MSI temos o etanol, metanol, 

acetonitrila e água, normalmente na presença de ácidos (tais como o ácido trifluoracético). A 

escolha do solvente para a aplicação da matriz causa diferenças significativas nas 

propriedades de cristalização no tecido (COHEN e CHAIT, 1996; BORNSEN, 2000); de 

modo geral, alguns dos fatores que influenciam na formação dos cristais é a concentração de 

lipídeos e sais, e a presença de alguns aditivos à solução de matriz, como o ácido acético ou o 

ácido trifluoracético (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). A aplicação de matriz deve produzir uma 

camada uniforme de cristais de matriz, de modo que haja densidade de cristais suficientes no 

tecido para permitir a análise da superfície sem que ocorra ausência de sinais em algumas 

regiões. 

 De modo similar a escolha da matriz ou dos solventes a serem utilizados, o método de 

deposição de matriz também é determinante em um experimento de MALDI MSI 

(GUSTAFSSON et al., 2011). Dentre os métodos de aplicação de matriz temos a utilização do 

spray manual, que é o sistema mais barato e mais fácil de ser aplicado nos laboratórios 

(GUSTAFSSON et al., 2011; NORRIS e CAPRIOLI, 2013). O dispositivo mais utilizado para 

a pulverização manual é um pulverizador de vidro. A matriz é mantida em um reservatório, e 

o tecido é levemente pulverizado, ficando minimamente umedecido em cada pulverização. 

Após a secagem da matriz na superfície o processo é repetido de 10 a 20 vezes, até que haja 

matriz suficiente para a análise dos analitos. Dentre as desvantagens dessa técnica podemos 

ressaltar a subjetividade do processo, uma vez que a preparação da amostra é manual, 

dificultando a padronização da preparação através de várias amostras e laboratórios (NORRIS 

e CAPRIOLI, 2013). Nesse processo, o excesso do umedecimento do tecido, ou alterações nas 

condições de secagem da matriz entre os passos, tais como mudanças na umidade atmosférica 

e temperatura, podem levar a deslocalização dos analitos e diminuição na qualidade das 

imagens (SCHWARTZ, REYZER e CAPRIOLI, 2003). 

 Um outro método de deposição de matriz é a pulverização por dispositivos 

robotizados. Esse processo faz com que a matriz seja aplicada sobre o tecido de modo 

automático e controlado. Dentre os intrumentos presentes no mercado mais comumente 

utilizados para pulverização robotizada temos o ImagePrep (Bruker Daltonics) 

(SCHUERENBERG et al., 2007a; SCHUERENBERG et al., 2007b; RAUSER et al, 2010) e o 

TM Sprayer (HTX Technologies) (NYE, NORRIES e NICKERSON, 2006). O principio 

básico de funcionamento desses intrumentos é o mesmo, baseado na aplicação de um spray de 
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matriz na forma de aerosol ou de uma névoa muito fina que se deposita sobre a superfície do 

tecido. A camada de matriz que se forma é submetida ao processo de secagem, e novos passos 

de pulverização são realizados até que haja matriz suficiente para um análise bem sucessida. 

Esses equipamentos, apesar de serem caros e dependerem da experiência dos usuário, supera 

algumas desvantagens do sistema manual, uma vez que as condições de nebulização podem 

ser sistematicamente ajustados afim de otimizar o processo (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). 

Após a otimização do processo para um determinado tecido, essas condições podem ser 

aplicadas para outras amostras e uma boa reprodutibilidade pode ser obtida (NORRIS e 

CAPRIOLI, 2013). 

 Hankin e colaboradores (2007) descreveram um método alternativo para a aplicação 

de matriz utilizando a sublimação, empregado para a análise de lipídeos. Utilizando a 

sublimação é possível criar uma cobertura uniforme de matriz sobre a amostra. Essa técnica 

permite a obtenção dos menores cristais dentre as técnicas de deposição de matriz, sendo ideal 

para a criação de imagens com alta resolução espacial. Todavia, esse processo leva a uma 

incorporação deficitária de moléculas grandes tais como proteínas, uma vez que o tecido é 

exposto a pouco solvente para extrair os analitos (GUSTAFSSON et al., 2011). Como 

resultado, essa técnica é normalmente empregada para o imageamento de moléculas pequenas 

tais como lipídeos e metabólitos (HANKIN, BARKLEY e MURPHY 2007; DEKKER et al., 

2009; GUSTAFSSON et al., 2011). 

 Processos ainda mais sofisticados de deposição de matriz são conseguido através da 

espotagem automática de matriz utilizando-se impressoras químicas. Esses equipamentos 

permitem o controle do espaçamento entre as gotas, definindo melhor resolução da imagem. 

Na literatura podem ser encontrados diversos equipamentos que são adaptados para a 

aplicação de matriz, como impressoras comuns de jato de tinta (BALUYA, GARRETT e 

YOST, 2007), todavia existem equipamentos disponíveis no mercado que são dedicados a 

esse propósito, tais como o Portrait 630 Spotter (Labcyte, Inc.) (AERNI, CORNETT e 

CAPRIOLI, 2006) e a ChIP-1000 (Chemical Inkjet Printer) (Shimadzu Scientific 

Instruments) (FRANCK et al., 2009). Os equipamentos comerciais dedicados a espotagem de 

matriz combinam scanners com softwares que podem ser utilizados para controlar a região 

específica de deposição de matriz, bem como a quantidade de solução a ser depositada.  

A impressora química ChIP-1000 foi adaptada para a utilização com diversos tipos de 

matrizes (SUGIURA, SHIMMA e SETOU, 2006; GROSECLOSE et al., 2007; 

GROSECLOSE et al., 2008; ANDERSSON et al., 2008; GUSTAFSSON, MCCOLL e 

HOFFMANN, 2008; DELVOLVE e WOODS, 2011). Esse equipamento apresenta um 
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reservatório para soluções que localiza-se no topo do dispensador; gotículas que variam de 

100 a 200 pL em volume são dispensadas através da utilização de força (pressão) que geram 

um fluxo de corrente através do material piezoelétrico. Esse sistema garante que os 

experimentos de imageamento químico in situ sejam realizados de modo automatizado e com 

elevada reprodutibilidade. A principal desvantagem desse sistema é que o orifício de saída de 

solvente que se encontra na ponta do piezo pode entupir com cristais de matriz, em especial 

quando soluções concentradas de matriz são utilizadas, o que faz com que seja necessário a 

limpeza frequente e completa do sistema.  

Após essas etapas de preparação de amostra é realizado a aquisição dos dados através 

de espectrômetros de massas e análise dos dados gerados por meio do uso de ferramentas de 

bioinformática. 

 

2.4.2.2.2 Aplicações 

 

Por décadas, a coloração histológica e a imunoistoquímica (IHC) foram as principais 

ferramentas para visualizar e entender a morfologia e estrutura dos tecidos biológicos. Através 

da IHC, por exemplo, a distribuição espacial de proteínas específicas in situ pode ser obtida. 

Todavia, é necessária a utilização de anticorpos específicos para cada proteína, e uma análise 

multicomplexa é extremamente dificultada, de modo que raramente são visualizadas mais de 

duas proteínas simultaneamente. Com o advento da tecnologia de imageamento químico por 

MALDI foi possível produzir imagens que representam visualmente a distribuição química in 

situ de diferentes moléculas, tais como lipídeos, proteínas, peptídeos, drogas, metabólitos, 

dentre outras, em uma ampla gama de tecidos. Desde a introdução dessa tecnologia há mais 

de uma década as aplicações da técnica para o estudo biológico e clínico têm crescido 

exponencialmente. 

Originalmente desenvolvida por Caprioli e colaboradores em 1997 (CAPRIOLI, 

FARMER e GILE, 1997), a técnica MALDI MSI foi empregada para o estudo de proteínas e 

peptídeos em glândula pituitária e pâncreas de rato. Após a introdução da técnica, muitos 

estudos vêm sendo realizados para a análise de proteínas e peptídeos nas mais diversas 

estruturas e tipos de organismos. Chaurand e colaboradores (2003), por exemplo, utilizaram a 

técnica para identificar proteínas em regiões específicas do epidídimo de rato que possam 

estar envolvidas com a maturação dos espermatozoides; nesse estudo mais de 400 proteínas 

foram monitoradas, das quais mais de 50 foram identificadas.  



39 
 

Dentre as aplicações da técnica podemos citar, também, a utilização do imageamento 

molecular para o estudo da fisiologia molecular do olho, que tem trazido grandes 

contribuições para o melhor entendimento do órgão. Han e Schey (2006) estudaram o 

proteoma do olho utilizando a técnica MALDI MSI. Foi possível identificar uma variedade de 

modificações pós-traducionais nas proteínas do cristalino que ocorrem ao longo dos anos; 

com a idade, proteínas modificadas podem acumular-se no olho e ser correlacionadas com 

diversas condições clínicas, tais como a formação de catarata (HAN e SCHEY, 2006; GREY 

e SCHEY, 2009).  

Atualmente, um dos principais focos do imageamento de proteínas através da técnica 

de MALDI MSI tem sido para estudos oncológicos. Nesse contexto, basicamente três 

diferentes tipos de estudo podem ser distinguidos: estudo diagnóstico comparando diferentes 

tipos de tecido (como, por exemplo, tecido tumoral e tecido sadio) visando auxiliar no 

diagnóstico patológico; estudos prognósticos; e estudos de resposta a drogas, que visam 

prever a resposta de um paciente a um determinado tratamento. Através da técnica MALDI 

MSI diversos estudos têm sido realizados com a finalidade de elucidar o perfil protéico em 

diferentes tipos e graus de tumores, incluindo: tumores cerebrais (SCHWARTZ et al., 2005), 

oral (PATEL et al., 2009), pulmonar (YANAGISAWA et al., 2003; GROSECLOSE et al., 

2008), mamário (RAUSER et al., 2010; BAUER et al., 2010), gástricos (ZAIMA, 

MATSUYAMA e SETOU 2010), pancreático (DJIDJA et al., 2009), renal (OPPENHEIMER 

et al., 2010), ovariano (LEMAIRE et al., 2007; KANG et al., 2010) e de prostate (CAZARES 

et al., 2009). Esses estudos estão, em sua maioria, focados na identificação de assinaturas 

moleculares das doenças ou do grau dos tumores.  

Estudos realizados utilizando o imageamento por MALDI MS tem revelado a 

diferença de expressão de proteínas entre o tecido tumoral e o tecido normal imediatamente 

adjacente (HERRING, OPPENHEIMER e CAPRIOLI, 2006; CALDWELL et al., 2006). 

Nesses estudos, a avaliação das amostras de carcinoma de células renais (ccrCC – Clear cell 

renal cell carcinoma), contendo o tumor e tecido adjacente normal na mesma secção, 

revelaram alterações moleculares no tecido normal (adjacente ao tumor) semelhantes as 

alterações encontradas no próprio tumor (OPPENHEIMER et al., 2010). Como exemplo, 

proteínas envolvidas com o sistema de transporte de elétron mitocondrial, tal como o 

citocromo C, estava consideravelmente subexpresso tanto no tecido tumoral quanto no tecido 

adjacente histologicamente normal. Esses resultados, juntamente com dados estatísticos que 

demonstram a alta reincidência de ccrCC em pacientes operados, sugerem que os métodos 

histológicos convencionais utilizados para determinar as margens do tumor estão 
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ultrapassados. Tem sido sugerido, também, que existe uma população de células no 

microambiente do tumor que estão submetidas à transformação maligna em algum nível, mas 

que ainda não sofreram modificação histológica total. De modo geral, esses estudos 

demonstram a aplicação da técnica no estudo diagnóstico entre tecidos tumorais e sadios, 

visando auxiliar na avaliação molecular das margens cirúrgicas do tumor. 

Uma das abordagens recentes na pesquisa de câncer é a determinação do nível de 

HER2 (human epidermal growth factor receptor 2) em tecidos tumorais (RAUSER et al., 

2010; BALLUFF et al., 2010). Desde 2006, a American Society of Clinical Oncology (ASCO) 

e o College of American Pathologists (CAP) recomendam que o nível da proteína HER2 

sejam determinados para todos os tipos de câncer de mama invasivos (WOLF et al., 2007). A 

expressão da proteína HER2 caracteriza uma população de pacientes que apresentam alta 

probabilidade de responder ao tratamento com trastuzumab (Herceptin®). Os dois testes para 

medir os níveis da proteína HER2, IHC e hibridação fluorescente in situ (FISH), são 

eficientes, todavia, esses métodos sofrem uma interpretação subjetiva, são caros e demorados 

de serem realizados. Utilizando a tecnologia de imageamento molecular por MALDI, os 

pesquisadores conseguiram caracterizar os níveis da proteína HER2 em tumores mamários e 

gástricos diretamente de secções do tecido. Através dessa abordagem foi possível, também, 

construir um modelo para a classificação de tumores de mama baseado no nível de HER2 

(RAUSER et al., 2010). Esse modelo, baseado na utilização dos espectros de massa oriundos 

do imageamento químico, classificou os tumores estudados com 83% de sensibilidade e 92% 

de especificidade. Esses estudos demonstram a aplicação da técnica no estudo de resposta a 

drogas, no estudo da progressão e classificação de tumores. 

 Desde o desenvolvimento da técnica MALDI MS, esta vem sendo amplamente 

utilizada para a análise de proteínas e de compostos com alto peso molecular devido à 

interferência dos sinais da matriz na região de baixa massa. Recentemente, um grande número 

de compostos químicos utilizados como matrizes vêm sendo desenvolvidos com a finalidade 

de ionizar pequenas moléculas, superando antigas limitações da técnica MALDI MS. Nesse 

contexto, diversos trabalhos utilizando novas matrizes e estratégias diferentes vêm sendo 

descritos. Shanta e colaboradores (2012), por exemplo, desenvolveram um método analítico 

que permite a análise de drogas e metabólitos em fígado, rim e cérebro de ratos tratados com 

donepezil; foi possível criar imagens para alguns aminoácidos (alanina, treonina, metionina, e 

triptofano) e algumas drogas, incluindo gefitinib e donepezil. Através do imageamento 

molecular foi possível observar a presença da droga donepezil, utilizada no tratamento da 

doença de Alzheimer, intacta na região cortical do cérebro, após 60 minutos da administração 
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oral. Esses resultados comprovaram que esse medicamento pode efetivamente atingir seu 

local alvo, e estar ativo 60 minutos após a administração. 

 Utilizando uma abordagem semelhante, Ye e colaboradores (2013) utilizaram a 

técnica MALDI MSI para estudar a distribuição de metabólitos em raízes e nódulos 

radiculares durante a fixação de nitrogênio na simbiose Medicago truncatula–Sinorhizobium 

melilotisymbiosis. A fixação biológica eficiente de nitrogênio depende dos metabólitos 

produzidos e trocados entre ambos os organismos (YE et al., 2013a). Através da técnica foi 

possível observar a distribuição de uma grande variedade de ácidos orgânicos, aminoácidos, 

açúcares, lipídeos, flavonoides, dentre outras moléculas. Com esse estudo foi possível 

observar diferenças na distribuição de metabólitos entre as raízes e os nódulos, e, também, 

entre nódulos que realizavam e que não realizavam a fixação de nitrogênio produzida pela 

interação entre a planta e bactérias mutantes. De modo geral, esses estudos demonstram os 

benefícios da utilização da técnica na obtenção de informações valiosas sobre a identidade e 

distribuição espacial de uma ampla gama de moléculas em diferentes organismos. 

 

2.4.2.2.3 MALDI imaging na neurociência 

 

O sistema nervoso é caracterizado por manter a sua funcionalidade através de 

inúmeras substâncias químicas que orquestram os processos neurobiológicos. Tanto processos 

biológicos complexos quanto processos patológicos no sistema nervoso envolvem a 

translocação de um grande número de compostos químicos. O monitoramento da dinâmica 

espaço-temporal dos processos bioquímicos em curso é, portanto, essencial para aprofundar a 

nossa compreensão de mecanismos biológicos complexos. Nesse contexto, a técnica MALDI 

MSI, que permite a análise química de tecidos com uma alta especificidade e alta resolução 

espacial, emerge como uma tecnologia analítica de grande potencial para a investigação de 

processos moleculares no campo da neurociência.  

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

substâncias químicas, visando investigar os mais diversos mecanismos neurobiológicos 

existentes.  Sugiura e colaboradores (2011), por exemplo, utilizaram a técnica de MALDI 

MSI no estudo de metabólitos para investigar o metabolismo energético na região do 

hipocampo em cérebro de rato. Foram analisados os padrões de distribuição do ATP 

(trifosfato de adenosina), ADP (difosfato de adenosina) e AMP (monofosfato de adenosina) 

em neurônios do hipocampo, assim como as mudanças na concentração relativa e distribuição 

dessas moléculas em ratos com convulsão induzida por Kainate (potente estimulador do 
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sistema nervoso central). Os resultados demonstram uma redução considerável dos níveis de 

ATP e ADP (especialmente em células da camada CA3), e uma diminuição na recuperação da 

energia após as convulsões, sugerindo um metabolismo específico das células CA3. Nesse 

estudo, a abordagem MALDI MSI revelou com sucesso a relação espaço-temporal do 

metabolismo energético no hipocampo de ratos com uma resolução celular, quantitativa e 

qualitativamente. 

 A técnica MSI também foi utilizada no estudo lipídeos. A importância dos lipídeos em 

mecanismos neurofisiológicos, tais como a sinalização de lipídeos biogênicos ou a modulação 

da curvatura da membrana em processos de comunicação celular, estão bem estabelecidos 

(INOUE et al., 2004; HANRIEDER et al., 2013). Nesse contexto, o imageamento molecular 

vem sendo utilizando para o monitoramento da produção localizada de lipídeo biogênico, 

lisofosfatidilcolina, em ratos submetidos à lesão (oclusão arterial) para a indução da isquemia 

cerebral (KOIZUMI et al., 2010). Outros estudos utilizando a técnica MSI vêm sendo 

aplicados para a investigação da regulação anormal de fosfolipídeos no córtex pré-frontal de 

pacientes com esquizofrenia (MATSUMOTO et al., 2011), no estudo de edema cerebral 

(KOIZUMI et al., 2012), assim como no estudo de doenças neurodegenerativas, tais como a 

distrofia neuroaxonal infantil – doença de Seitelberger (BECK et al., 2011). 

 Na neurociência, o descobrimento, quantificação e mapeamento in situ de 

neuropeptídeos são de interesse central (HANRIEDER et al., 2013; NORRIS e CAPRIOLI, 

2013), uma vez que essas moléculas constituem o maior e mais diverso grupo de sinalizadores 

endócrinos no sistema nervoso, responsáveis por diversos processos fisiológicos essenciais 

(JIA et al., 2012; YE et al., 2013b). O mapeamento da distribuição espacial dessas 

biomoléculas por MALDI MSI têm sido alvo de diversos estudos (KUTZ, SCHMIDT e LI, 

2004; DEKEYSER et al., 2007; CHEN et al., 2009b; HERBERT et al., 2010; HANRIEDER 

et al., 2011; LJUNGDAHL et al., 2011; HUI et al., 2011; ZIMMERMAN, RUBAKHIN e 

SWEEDLER, 2011; CHANSELA et al., 2012; HANRIEDER, LJUNGDAHL e 

ANDERSSON, 2012; YE, GREER e LI, 2012). 

Muito desses trabalhos com neuropeptídeos só foram possibilitados através do 

desenvolvimento de metodologias para análise dessas biomoléculas descritas por Sweedler e 

colaboradores (KRUSE e SWEEDLER, 2003; RUBAKHIN et al., 2007). Em um estudo 

inicial, a técnica MALDI MSI foi empregada para o mapeamento de neuropeptídeos em 

tecidos neuronais do crustáceo Cancer borealis (DEKEYSER et al., 2007). Nesse estudo 

foram investigados isoformas peptídicas pertencentes a 10 diferentes famílias de 

neuropeptídeos, o que permitiu elucidar a relação entre múltiplas isoformas de neuropeptídeos 
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da mesma família, e a distribuição das diferentes famílias de neuropeptídeos no sistema 

nervoso do crustáceo C. borealis. Em estudo subsequente, foi realizado o imageamento 

químico tridimensional para lipídeos e neuropeptídeos no mesmo modelo animal (CHEN et 

al., 2009b). Recentemente, a técnica de MALDI MSI foi utilizada para identificar uma nova 

taquicinina no crustáceo Callinectes sapidus (HUI et al., 2011). 

Andersson e colaboradores, por exemplo, têm explorado a técnica MALDI MSI para 

localizar e quantificar relativamente o peptídeo prodinorfina em ratos com discinesia induzida 

por L-DOPA (LID – L-DOPA-induced dyskinesia), em modelo experimental da doença de 

Parkinson (HANRIEDER et al., 2011; LJUNGDAHL et al., 2011). Devido à falta de 

anticorpos específicos para o estudo dos peptídeos oriundos da prodinorfina, os resultados 

obtidos por esses estudos realçam ainda mais a importância do imageamento molecular no 

estudo da dinâmica molecular em doenças neurobiológicas (LUNDBLAD et al., 2004; 

HANRIEDER et al., 2011; LJUNGDAHL et al., 2011; HANRIEDER, LJUNGDAHL e 

ANDERSSON, 2012). 

 Outro estudo recente utilizou o imageamento químico por MALDI na investigação da 

distribuição de várias famílias de neuropeptídeos, tais como as taquicininas, alatostatinas, 

periviscerokinin, piroquinina, FLRFamida e neuropeptídeos F na região do complexo central 

do sistema nervoso do inseto Schistocerca gregaria (HERBERT et al., 2010). Os resultados 

sugerem que a expressão e distribuição das diferentes famílias de neuropeptídeos estavam 

presentes de modo único no complexo central, e que diferentes níveis de expressão são 

encontrados nos diferentes estágios de desenvolvimento embriológico. Desse modo, esse 

estudo representa um importante passo na caracterização molecular do desenvolvimento do 

complexo central. 

De modo geral, a contribuição da tecnologia de MSI aplicada à neurociência encontra-

se esparsa. Essa área tem gerado um grande número de informações da distribuição química 

de biomoléculas, e, em geral, uma correlação com a função neurobiológica é difícil de ser 

realizada (HANRIEDER et al., 2013), muito embora existam vários exemplos de trabalhos 

que produziram informações valiosas utilizando a técnica. Não obstante o potencial da técnica 

tenha sido demonstrado com sucesso por inúmeros trabalhos, um grande número de desafios 

ainda precisa ser superado para que a tecnologia seja mais amplamente utilizada, facilitando a 

sua aceitação e conscientização na pesquisa em neurociência e biologia molecular. Em suma, 

o imageamento químico por espectrometria de massa é uma técnica poderosa com grande 

potencial para a investigação da dinâmica espaço-temporal dos processos bioquímicos em 
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curso nos sistemas neurobiológicos, e, embora ainda esteja em desenvolvimento, essa técnica 

mantem a promessa de inúmeras novas aplicações nas pesquisas neurocientíficas. 
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3 OBJETIVOS 

 

Considerando as inúmeras aplicações da tecnologia emergente de MALDI MSI, bem 

como o seu elevado potencial para a análise investigativa de amostras complexas, os objetivos 

do presente estudo foram: 

a) Desenvolver uma nova plataforma analítica para estudos de MALDI Imaging em 

tecidos animais, especificamente em cérebros de abelhas A. mellifera;  

b) O estudo da distribuição espacial de alguns neuropeptídeos importantes 

fisiologicamente, presentes no cérebro de operárias A. mellifera com 20 dias de idade, que não 

exerceram o comportamento agressivo (indivíduos controle). Dentre os peptídeos, foram 

investigados, principalmente, os neuropeptídeos pertencentes às famílias das: alatostatinas e 

taquicininas. 

c) A análise da distribuição diferencial de peptídeos (alatostatinas e taquicininas) com 

potencial neuroativo, no cérebro de indivíduos diretamente envolvidos no comportamento 

agressivo (indivíduos denominados “agressivos”, ou seja, que ferroaram um alvo 

experimental). Foram utilizadas abelhas de 20 dias de idade submetidas ao teste de 

agressividade de Stort (1974), para a estimulação do comportamento agressivo. 

d) A formação de recursos humanos na área de desenvolvimento de novas tecnologias 

em imageamento molecular, com aplicações em Análise Proteômica e Peptidômica in situ. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Material biológico 

 

Para o desenvolvimento de uma plataforma analítica de aquisição de imagens 

moleculares em tecidos animais, foram utilizadas secções do cérebro de abelhas da espécie A. 

mellifera, que são mantidas em um apiário no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS), 

UNESP – Rio Claro. A colônia utilizada para os experimento apresentava-se livre de doenças, 

bem alimentadas e com uma rainha em franca postura. 

Inicialmente, um favo da colônia livre de abelhas foi coletado e mantido em uma 

incubadora por 24 horas. Após esse período, todas as abelhas que nasceram foram marcadas 

com uma tinta atóxica de cor branca (Posca PC-5M, 1.8-2.5 mm) e devolvidas à colônia de 

origem e recoletadas após 20 dias para os testes de agressividade (defesa da colônia). Foram 

selecionadas abelhas de 20 dias, pois essa é a idade aproximada que algumas abelhas exercem 

a função de guarda, permanecendo na entrada da colônia com uma postura alerta típica 

(ZAYED e ROBINSON, 2012). As abelhas guardiãs que são alertadas por distúrbios físicos e 

encontros agonísticos, normalmente ferroam o alvo e liberam feromônio de alarme, 

recrutando outras abelhas operárias para atuarem na defesa da colônia. 

Para a estimulação do comportamento agressivo em abelhas foi utilizado uma adaptação do 

teste de agressividade de Stort (1974), que consiste na suspensão e movimentação de uma 

bola de camurça preta, com 2-3 cm de diâmetro, a uma distância de aproximadamente 5 

centímetros da entrada da colônia. Esse teste estimula o comportamento agressivo das 

operárias guardiãs por simular a presença de um inimigo, incitando um ataque das abelhas à 

bola de camurça; após os ataques as abelhas permanecem presas ao alvo, através do ferrão 

que penetra no tecido de couro e não pode ser removido. O grupo de operárias responsáveis 

pelos ataques iniciais à bola de camurça foi coletado, sendo utilizadas nos estudos apenas as 

operárias marcadas com a tinta especial mencionada acima (com 20 dias de vida). Esse grupo 

de indivíduos foi considerado como “agressivo”. Como grupo controle foi utilizado abelhas 

da mesma idade, que não atacaram a bola de camurça – grupo denominado “não agressivo”. 

 

4.2 Sequenciamento de neuropeptídeos 

 

Para a confirmação da presença dos neuropeptídeos a serem estudados por 

imageamento químico (MALDI MSI), os cérebros foram macerados e extraídos em solução 
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de Acetonitrila (MeCN - grau HPLC) 50% (v/v) em água ultrapura, a fim de extrair 

preferencialmente os componentes peptídicos. Em seguida, o material solubilizado foi 

centrifugado a 8000 rpm por 15 minutos em micro centrífuga (Centrífuga Eppendorf - 

5415D). 

Os neuropeptídeos extraídos foram analisados por um espectrômetro de massas do tipo 

LCMS-IT-ToF, através da injeção direta da amostra no equipamento. 

O equipamento utilizado para a obtenção dos espectros de MS2 é equipado com fonte 

de ionização “electrospray” (ESI), e analisador de massas híbrido formado pela combinação 

de sistemas “ion-trap” e “Time-of-Flight” (IT-TOF) (Shimadzu). As análises foram realizadas 

no modo positivo (ESI+) e contínuo, durante todo o experimento. O software LCMS solution 

(Shimadzu) foi utilizado para controle de aquisição e análise de dados. Durante todos os 

experimentos a temperatura do CDL e da interface foi mantida a 200º C, a voltagem na agulha 

a 4,5 kV e a voltagem no cone a 3,5 V. O fluxo de gás secante (Nitrogênio) foi de 100 L/h e o 

fluxo de gás nebulizador (Nitrogênio) de 1,5 L/h. A detecção no espectrômetro de massas foi 

realizada com varreduras feitas no intervalo de m/z 200 a 2500, com uma resolução de 

aproximadamente 15000. 

Os experimentos de espectrometria de massas sequenciais, ou seja, espectros de 

fragmentação peptídica em condições de dissociação induzida por colisão (CID) (MS2) foram 

realizados utilizando-se os mesmos parâmetros dos experimentos de MS1, exceto a varredura 

que foi feita num intervalo entre 50 e 2500 m/z. Foi utilizado argônio como gás de colisão, a 

uma pressão de 100 kPa. Os íons produzidos através dos experimentos MS/MS foram 

aprisionados e acumulados durante 50 mseg no “ion trap”, utilizando-se energia de colisão de 

50% e freqüência de 30 kHz. 

Os espectros de massas obtidos foram analisados primeiramente com as ferramentas 

do software LCMS solution (Shimadzu), utilizado para controle de aquisição e análise de 

dados. Para a interpretação dos espectros foi realizado a subtração sucessiva dos picos, com a 

finalidade de se chegar a uma série de íons. Com a sequência encontrada em mãos utilizou-se 

o software MassLynx (v3.2) para verificação e validação da sequência obtida. Os cálculos 

realizados para a obtenção das sequências foram feitos utilizando uma tolerância de massa de 

0,1 u.m.a. 

 

 

 

 



48 
 
4.3 Obtenções dos cortes de cérebro de Apis mellifera  

  

A partir da obtenção dos tecidos frescos, eles foram seccionados utilizando-se um 

micrótomo por congelamento (LEICA, CM1850) para a aquisição de cortes de 14 µm de 

espessura. Tais cortes foram obtidos no plano sagital da cabeça de cada operária, na região do 

eixo maior da capsula cefálica. Posteriormente, os cortes foram desidratados em álcool etílico 

70% (v/v) e 95% (v/v), respectivamente, durante 10 segundos na primeira solução, e duas 

vezes por 30 segundos na segunda solução, com um intervalo de aproximadamente 30 

segundos entre as desidratações sucessivas; tal processo possibilita a eliminação de 

componentes indesejáveis da amostra, tais como sais e lipídeos, que produzem ruído analítico 

prejudicando a ionização dos peptídeos (SEELEY et al., 2008). Esse procedimento foi 

padronizado após diversos testes para definir as condições experimentais ideais de 

manipulação e preparação de amostra para o tecido em questão. 

 

4.4 Histoquímica 

 

A coloração com hematoxilina-eosina (HE) foi utilizada para comparação do método 

histoquímico com a técnica de MALDI MSI e para a interpretação dos dados gerados. As 

lâminas foram submersas em etanol 95% (v/v) por vinte minutos, lavadas com água corrente 

sem deixar que o material se soltasse da lâmina e, em seguida, foram submetidas em 

Hematoxilina por 20 segundos. Após esse procedimento, as lâminas foram lavadas com água 

corrente deixando descansar em água destilada por aproximadamente 5 minutos. As mesmas 

foram então submetidas em eosina por mais 20 segundos e lavadas com água destilada 

corrente. Ao final do processo, as lâminas foram submetidas a uma bateria de etanol 95% 

(v/v) I, II, III, VI e V para a remoção do excesso de corante e em xilol I, II e III para 

montagem das lâminas. Cortes subsequentes aos utilizados para a análise por MSI foram 

armazenados em lâminas de vidro para futuras comparações entre as imagens histoquímicas e 

moleculares. As histologias dos tecidos cerebrais corados com HE serviram de orientação 

para se traçar “mapas de contorno” de cada região do cérebro, para melhor descrever as 

localizações espaciais do neuropeptídeos detectados. 
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4.5 MALDI imaging revelando o perfil protéico dos tecidos via digestos trípticos 

 

Para a análise de proteínas foi realizado a secagem do tecido a vácuo durante 15 

minutos, posteriormente, realizou-se a deposição automática de uma solução de tripsina por 

meio da impressora química ChIP-1000 (Shimadzu). Com este equipamento foi programado a 

preparação da amostra num microarranjo de 484 pontos/mm2, onde cada ponto de aplicação 

de amostra foi espaçado um do outro por 200 µm de centro a centro, perfazendo cerca de 27 

pontos/mm2 de corte histológico. Em cada ponto foram aplicados 500 pL (5 gotas de 100 pL) 

de solução de tripsina/ciclo (12.5 pg/nL em tampão NH4HCO3 25 mM, pH 8.0), sendo 

realizados 24 ciclos/ponto. Desta maneira, aplicou-se uma concentração total de 150 pg de 

tripsina/ponto. As secções dos tecidos foram então incubadas por 2 horas sob atmosfera 

úmida a 37 °C. Em seguida, aplicou-se a matriz de análises MALDI, constituída de uma 

solução de ácido cinâmico (CHCA) a uma concentração de 10 mg/mL em solução acetonitrila 

40% (v/v) e isopropanol 10% (v/v) [contendo TFA 0,1% (v/v)]. A aplicação da matriz 

procedeu-se de maneira semelhante àquela descrita acima para a tripsina, perfazendo-se um 

volume total de 10 nL/ponto. Após a secagem da matriz sob vácuo durante 10 minutos, foram 

adquiridos os espectros MALDI-TOF.  

Os espectros de MALDI MS foram obtidos no modo positivo por um instrumento 

MALDI ToF-ToF (AXIMA Performance, Shimadzu), equipado com um laser SmartBeam e 

controlado pelo software Launchpad v2.8 (Shimadzu), utilizando-se o dispositivo reflectron. 

Espectros de MALDI MS foram adquiridos no intervalo de m/z 700 – 4000, com um total de 

250 disparos de laser/ponto de preparação da amostra. 

Os disparos de laser foram efetuados a partir do centro de cada ponto, até uma 

distância de 100 µm em linha reta, com cerca de 100 disparos a cada movimento, perfazendo 

uma média de 250 disparos/ponto de preparação de amostra. Assim, foram realizados cerca de 

121000 disparos de laser, sendo que para cada disparo, se adquiriu um espectro. Para 

obtenção dos espectros MS/MS foram utilizadas as seguintes condições experimentais: os 

valores de m/z dos picos de maior intensidade de cada espectro MS foram selecionados para 

aquisição de espectros MS/MS. Tipicamente, entre 250 e 500 disparos de laser foram 

utilizados para aquisição dos espectros CID, na faixa de valores de m/z 700 – 4000, com 

voltagem de aceleração de 20 kV, potência do laser ajustada para 80 %, e uma densidade de 

50 picos a cada 200 Da, para aqueles picos que apresentaram uma relação S/N ≥ 10. Após a 

aquisição dos dados, as imagens moleculares foram reconstruídas a partir dos dados bruto, 
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utilizando-se tolerância de massa de ± 0.3 Da, com auxílio do software Launchpad v2.8 

(Shimadzu).  

 

4.6 Identificações de Proteínas e Neuropeptídeos 

 

O software Launchpad v2.8 (Shimadzu) conectado ao Mascot 2.2.0.3 foi utilizado para 

submeter os dados utilizando o banco de dados de proteínas Swiss-Prot (UniProtKB). Os 

parâmetros de pesquisa que foram utilizados são: inexistência de restrições à massa molecular 

da proteína, uma perda de clivagem tríptica, modificação fixa de oxidação da metionina. O 

erro de tolerância utilizado nas buscas foi de 0,8 Da para os espectros de MS e de 0,5 Da para 

os espectros MS/MS. As proteínas identificadas por meio da busca no banco de dados foram 

submetidas ao software Scaffold (versão 2.04.00, Proteome Software Inc., Portland, OR) para 

a validação dos peptídeos identificados e para a verificação de falso-positivo (FDR – false 

discovery rate) inferior a 1 %. As identificações de proteínas foram atribuídas pelo algoritmo 

Protein Prophet, e aceitas se as probabilidades fossem ≥99.0% e pelo menos dois peptídeos 

fossem identificados. Os neuropeptídeos em suas formas nativas foram identificados pela 

interpretação manual dos espectros MS e MS/MS, obtidos em condições de CID. 

 

4.7 MALDI imaging revelando o perfil peptídico dos tecidos 

 

Para a análise dos neuropeptídeos (não oriundos da digestão enzimática) os cortes de 

tecido foram submetidos a um processo de secagem a vácuo durante 15 minutos e, 

posteriormente, foi realizado a deposição automática da matriz [solução contendo 10 mg/mL 

de ácido cinâmico (CHCA) em acetonitrila 40% (v/v) e isopropanol 10% (v/v) contendo TFA 

0,1% (v/v)] por meio da impressora química ChIP-1000 (Shimadzu). O volume total de 10 nL 

de matriz foi aplicado em cada ponto, da mesma maneira já descrita acima para as análises de 

identificação de proteínas. Da mesma maneira, os neuropeptídeos foram identificados por 

suas sequências primárias características, utilizando o protocolo descrito no item 4.5, para o 

sequenciamento por espectros CID. 
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4.8 Análises das imagens 

  

As imagens correspondentes às proteínas identificadas foram reconstruídas utilizando-

se o software Launchpad v2.8 (Shimadzu). As proteínas identificadas por meio do banco de 

dados (SwissProt) foram submetidas à digestão teórica através da ferramenta de 

bioinformática ProteinProspector, com o auxílio do programa MS-Digest, 

(http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/msform.cgi?form=msdigest). Portanto, as 

imagens de distribuição espacial de cada proteína identificada foram realizadas a partir da 

detecção experimental de cada um dos peptídeos trípticos virtuais, cujos valores de m/z foram 

então localizados nas respectivas posições espaciais dentro do corte. A imagem final de cada 

proteína foi obtida pela superposição das imagens individuais de distribuição de cada peptídeo 

tríptico (típico de cada proteína) na superfície do corte analisado.  

Já para os neuropeptídeos, as imagens foram reconstruídas a partir de valores da razão 

massa/carga (m/z) de íons moleculares na forma monoprotonada ([M+H]+) das sequências 

peptídicas descritas em literatura (BROCKMANN et al., 2009; BOERJAN et al., 2010) 

utilizando-se o software Launchpad v2.8 (Shimadzu). 

A estratégia geral adotada pode ser visualizada na Figura 7. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Desenvolvimento do método de preparação de amostra 

 

Em um experimento de MALDI MSI um dos passos mais importantes é a 

preparação de amostra, uma vez que esse processo interfere diretamente na boa 

qualidade dos espectros de massa  e na reprodutibilidade do experimento (SEELEY e 

CAPRIOLI, 2008). Um dos passos mais importantes é a deposição da matriz; o uso do 

spray por toda a superfície do corte pode ocasionar “encharcamento” dos 

compartimentos histológicos, levando a mudança de osmolalidade do tecido, seguido do 

rompimento dos comportimentos celulares, e a consequente deslocalização das 

moléculas presentes na amostra. Nesse contexto, utilizamos um processo extremamente 

sofisticados de deposição de matriz, conseguido através da espotagem automática de da 

mesma utilizando-se de uma impressora química. O equipamento combina a função de 

varredura de superfície com um algorítmo utilizado para controlar a região específica de 

deposição de matriz, bem como a quantidade de solução a ser depositada (a nível de 

pL). Além disso, esse sistema garante que os experimentos de aquisição de imagem 

molecular sejam realizados de modo automatizado, com elevada reprodutibilidade, 

mantendo intactos os compartimentos celulares. Outra vantagem do método é o 

acoplamento do equipamento com o espectrômetro de massas, que permite a aquisição 

de uma enorme quantidade de dados em um curto espaço de tempo (obtenção de 

aproximadamente 121000 espectros/análise em 10 minutos). 

 As abelhas são importantes modelos na neurobiologia. Esses organismos são 

caracterizados por apresentarem um sistema nervoso estruturado de forma simples, com 

poucos neurônios e por apresentarem uma impressionante capacidade cognitiva 

(MENZEL e GIURFA, 2001). Desde o século XIX, a anatomia e função do cérebro de 

abelhas têm sido estudadas através da dissecção do cérebro da cápsula da cabeça 

(DUJARDIN, 1850). Todavia, a estrutura tridimensional e a estéreo geometria é 

alterada por essa manipulação e pela subsequente fixação do cérebro fora da cabeça, o 

que pode acarretar na perda de informações biológicas relevantes, tais como 

informações que correlacionem a estrutura e a função do cérebro (HADDAD et al., 

2004; BRANDT et al., 2005).  

 Nesse contexto, foi desenvolvida uma metodologia de preparação de amostra 

que permitisse o estudo de imageamento molecular por abordagem MALDI in situ do 
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cérebro de abelha, sem que houvesse a necessidade de dissecção do cérebro da cápsula 

da cabeça. Através da não dissecção do invólucro da cabeça foi possível manter a 

delimitação e a rigidez mecânica natural, na qual o cérebro está submetido in vivo, o que 

diminuiu consideravelmente a deformação do cérebro durante a preparação da amostra.  

A partir da obtenção dos tecidos frescos, foram realizadas secções no plano 

sagital da cabeça de cada operária, na região do eixo maior da cápsula cefálica (Figura 

8), visando obter uma secção que contenha todas as estruturas do cérebro. Para definir o 

plano de secção foi utilizado como referência o atlas digital 3D do cérebro da abelha A. 

mellifera desenvolvido por Rybak e colaboradores (2010), disponível em 

http://www.neurobiologie.fu-berlin.de/beebrain/. O atlas padrão para o cérebro de 

abelha (Honeybee Standard Brain Atlas – HSB atlas) foi calculado a partir de 20 

cérebros individuais, corados por técnica de imunohistoquímica; as imagens foram 

geradas a partir de microscopia confocal e segmentadas ao longo das fronteiras de 22 

centros nervosos; por último, um foi reconstruído um modelo de superfície 

tridimensional a partir dos dados obtidos (RYBAK et al., 2010). 

 
Figura 8. Exemplificação do plano de secção adotado para o estudo de 
proteínas e peptídeos no cérebro de A. mellifera por meio da tecnologia 
de MSI. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.2 Sequenciamentos de neuropeptídeos em cérebro de Apis mellifera 

 

Os peptídeos objetos de estudo no presente trabalho foram escolhidos por se 

apresentarem pouco abundantes nos espectros MALDI-ToF/MS dos vários cortes de 
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cérebro de abelhas antes do estímulo agressivo, e muito abundantes após a estimulação 

do comportamento (Figura 9). 

A fim de se obter uma maior seletividade e especificidade na identificação de 

cada neuropeptídeo, cada um deles foi confirmado pela realização de análises de 

espectrometria de massas sequenciais (MS2) para confirmação de suas sequências (já 

descritas em literatura). Foram apresentados espectros MS/MS de apenas dois 

neuropeptídeos (Figura 10 e 11), com a finalidade de economizar espaço no texto, a 

despeito de vários deles terem sido identificados por este tipo de análise.  

 
Figura 9. Espectro de massas MALDI-ToF/MS obtido em modo positivo com dispositivo reflectron 
de cérebro de abelha A. mellifera com vinte dias de idade: A. não submetidas ao ensaio de 
agressividade e B. submetidas ao ensaio de agressividade. 

 

 
Fonte: Dados da pesquisa. 
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Na figura 10 pode-se observar o espectro MS2 do neuropeptídeo de massa 

molecular 994.43 Da. O íon molecular foi identificado no espectro (Figura 10) como 

sendo o íon de m/z 995.451 na forma [M+H]+. A perda do grupo hidroxila (17 Da) à 

partir do íon molecular resultou no íon de m/z 978.412. Uma série quase completa de 

íons y pode ser observada no espectro: m/z 925.618 (y7), m/z 761.396 (y6), m/z 660.025 

(y5), m/z 497.012 (y4), m/z 398.187 (y3), m/z 311.062 (y2). Devido à ausência de um íon 

da série y (y1), utilizou-se também a série b; através da subtração dos valores de m/z 

entre os valores consecutivos de íons y e sobreposição das duas séries de íons, foi 

possível a determinação da sequência do peptídeo. A sequência determinada para o 

peptídeo 994.43 Da, levando em consideração as séries de íons y e b foi: A – Y – T – Y 

– V – S – E – Y. A massa molecular deste peptídeo, frente à sequência acima, é 

coerente com a presença do resíduo C-terminal na forma de ácido livre; portanto, a 

sequência completa para o peptídeo é a seguinte: A – Y – T – Y – V – S – E – Y– OH. 

Este peptídeo pertence à classe das alatostatinas A, e já foi encontrado em 

cérebro de A. mellifera em outro trabalho (BROCKMANN et al., 2009). Através da 

sequência obtida foi realizada uma comparação com as sequências depositadas no banco 

de dados BLAST (NCBI – blast.ncbi.nlm.nih.gov), na qual observou-se que a mesma 

sequência primária obtida está predita na sequência do precursor de alatostatina A em 

outros insetos, tais como o Bombus impatiens, Bombus terrestres, Apis florea e 

Megachile rotundata. Além disso, uma revisão minuciosa da literatura foi realizada para 

verificar se já havia sido descrito alguma função específica para o neuropeptídeo 

sequenciado. Por enquanto, contudo, não existem informações funcionais para o 

mesmo. 
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Na figura 11 podem-se observar o espectro MS2 do neuropeptídeo de massa 

molecular 1060.52 Da. O íon molecular foi identificado no espectro (Figura 11) como 

sendo o íon de m/z 1061.622 na forma [M+H]+. A perda do grupo amino “-NH2” (16 

Da) a partir do íon molecular resultou no íon de m/z 1045.421. Uma série completa de 

íons b pode ser observada no espectro: m/z 889.230 (b8), m/z 757.133 (b7), m/z 700.227 

(b6), m/z 563.339 (b5), m/z 416.249 (b4), m/z 359.245 (b3), m/z 228.050 (b2), m/z 

72.120 (b1). A subtração dos valores de m/z entre os valores consecutivos de íons b 

permitiu a determinação da sequência do peptídeo. A sequência determinada para o 

peptídeo 1060.52 Da, levando em consideração as séries de íons y e b foi: A – R – M – 

G – F – H – G – M – R. A  massa molecular deste peptídeo, frente à sequência acima, é 

coerente com a presença da porção C-terminal na forma amidada; portanto, a sequência 

completa para o peptídeo é a seguinte: A – R – M – G – F – H – G – M – R–NH2. 

Este peptídeo pertence à classe das taquicininas, é denominado em literatura 

como AmTRP5 (HUMMON et al., 2006), apresenta a sequência C-terminal 

característica para esse grupo de moléculas: -FX1GX2R-NH2 (sendo o X1 e o X2 

variáveis) – ver mais detalhes dessa família de neuropeptídeo no item 5.5.2. Após a 

obtenção da sequência, realizamos um procedimento de busca no banco de dados 

BLAST (NCBI – blast.ncbi.nlm.nih.gov) similar ao descrito anteriormente para o 

peptídeo de m/z 995.43. Os resultados sugerem que a mesma sequência primária de 

aminoácido do AmTRP5, encontrado em Apis, estava predita na sequência do precursor 

de taquicinina de outros organismos, tais como o Bombus impatiens, Bombus terrestres, 

Apis florea e Nasonia vitripennis. Assim como descrito par o peptídeo de m/z 995.43, 

não foi observado informações funcionais específicas para o neuropeptídeo AmTRP5.
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5.3 Da neuromorfologia à imagem molecular 

 

Foi utilizada uma impressora química (ChIP-1000, Shimadzu) acoplada a um 

espectrômetro de massas do tipo MALDI-ToF-ToF, com a finalidade de criar imagens 

moleculares que viabilizassem a compreensão desses processos. A compreensão da 

funcionalidade e composição do equipamento e de como operar o software que o gerencia é 

extremamente importante para que as aplicações sejam otimizadas num trabalho por MALDI  

Imaging. A figura 12 A ilustra o equipamento ChIP-1000 (Shimadzu), a impressora química 

utilizada no presente trabalho. 

Na impressora química, o reduzido diâmetro dos piezos (Figura 12 B) e o ajuste 

elétrico refinado (controle de pressão por sistema a vácuo) garantem que volumes na escala de 

picolitros sejam depositados sobre tecidos de forma controlada e altamente precisa. Quando 

esse sistema esta submetido a uma pressão, é gerado um campo elétrico que garante uma 

espotagem precisa para micro regiões, gerando ao final do processo imagens moleculares de 

alta resolução. 

Esta impressora caracteriza-se por ser uma unidade essencial para o pré-tratamento 

proteômico, pois possibilita tratamentos químicos, utilizando enzimas ou anticorpos 

bioquímicos em membranas para a identificação ou análise de proteínas e peptídeos, além de 

possibilitar a análise de tecidos in situ. 
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Figura 12. (A) Impressora química ChIP-1000 (Shimadzu) é composta por 
um escâner, uma unidade de impressão, uma câmera e um suporte onde a 
placa contendo as amostras é introduzida. (B) Detalhamento do sistema 
dispensador de soluções: Piezo device é o acessório onde as soluções são 
dispensadas. Capilar de vidro embutido no interior do Piezo device, 
individualizando uma gota com o volume de 100 uL e Vessel é um 
acessório onde as soluções são armazenadas antes da espotagem e que fica 
localizado acima do piezo device. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
 

Levando-se em conta as características tecnológicas diferenciais do equipamento foi 

possível desenvolver uma nova plataforma analítica capaz de gerar imagens moleculares de 

alta resolução, possibilitando o estudo de proteínas e peptídeos em cérebro de abelhas A. 

mellifera. 

 Para a compreensão da função biológica dos neuropeptídeos é muito importante 

entendermos a localização dos mesmos nas diversas estruturas do cérebro da abelha, uma vez 

que um mesmo neuropeptídeo, como por exemplo, peptídeos pertencentes à classe das 

alatostatinas, podem desempenhar diferentes funções em áreas distintas do cérebro (STAY e 

TOBE, 2007). Desse modo, para estudarmos a localização específica dos neuropeptídeos no 

cérebro da abelha foi desenvolvido um mapa de contorno a partir de uma secção corada com 
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H&E (Figura 13). Este mapa de contorno define os limites de cada região do cérebro visando 

melhorar a compreensão dos dados de MSI. 

 
Figura 13. Elaboração de mapa de contorno para a compreensão da distribuição de peptídeos nas diversas 
estruturas de cérebro de A. mellifera. A) Secção de cérebro de A. mellifera corado com HE para a 
visualização da anatomia do cérebro. B) Máscara elaborada para definir os limites de cada região do 
cérebro visualizadas em “A”. C) Modelo planar do cérebro elaborado em “B”, sobreposto à cabeça da 
abelha, mostrando a posição real das estruturas do cérebro no organismo alvo de estudo. 
 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 Para o desenvolvimento do mapa de contorno foram utilizados os dados obtidos 

através da histoquímica, que possibilitou a visualização da anatomia do cérebro, facilitando a 

comparação das imagens moleculares com as imagens histoquímicas dos tecidos (Figura 13). 

Após o desenvolvimento do mapa de contorno, as estruturas foram nomeadas de acordo com 

o atlas digital 3D do cérebro de A. mellifera desenvolvido por Rybak e colaboradores (2010) 

(Figura 14).  

 
Figura 14. Máscara adotada para os estudos de MSI. As estruturas foram nomeadas de 
acordo com Rybak e colaboradores (2010). 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

A B C 
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5.4 Proteínas como precursores de neuropeptídeos 

 

Assim como a maioria dos peptídeos, os neuropeptídeos são codificados dentro dos 

genomas como grandes proteínas precursoras, denominadas de preprohormônio (ou 

prepropeptídeo) (NÄSSEL, 2002; FRICKER et al., 2005; HUMMON, AMARE e 

SWEEDLER, 2006; CHRISTIE, STEMMLER e DICKINSON, 2010). Após os processos de 

transcrição e tradução da proteína precursora contendo os neuropeptídeos, esta é direcionada 

para vias secretoras, através da sequência sinal presente no grupo amino-terminal, para 

posterior processamento e maturação, assim como para uma ocasional separação (SOSSIN, 

FISHER e SCHELLER, 1989; SOSSIN, SWEET e SCHELLER, 1990; TAGHERT, 1999; 

CHRISTIE, STEMMLER e DICKINSON, 2010). Dentro desse percurso, diversas 

modificações pós-traducionais (PTMs) podem ocorrer. Inicialmente, ao se mover através do 

retículo endoplasmático, enzimas peptidase-sinal clivam a região do peptídeo sinal do 

preprohormônio, e múltiplas peptidases, incluindo prohormônio ou proproteína convertase 

clivam a sequência restante da proteína em peptídeos (TEGGE et al., 2008; CHRISTIE, 

STEMMLER e DICKINSON, 2010). Posteriormente, esses peptídeos podem ser submetidos 

à PTMs adicionais, tais como, amidação da região C-terminal, ciclização do N-terminal da 

glutamina e ácido glutâmico, sulfatação da tirosina, glicosilação e fosforilação, dentre outras, 

antes de assumir a sua conformação bioativa – neuropeptídeo maduro (NÄSSEL, 2002; 

TEGGE et al., 2008; CHRISTIE, STEMMLER e DICKINSON, 2010). 

 Enquanto sofre o processo de maturação, os peptídeos são transportados para os sítios 

de liberação estocados em vesículas, até uma despolarização induzir a liberação por exocitose 

(ZUPANC, 1996). Uma vez processado para a sua conformação madura, o neuropeptídeo 

pode ser liberado do neurônio e exercer seu efeito nas regiões alvo. Esses alvos podem ser os 

neurônios que liberaram o peptídeo (função autócrina), tecidos próximos ao ponto de 

liberação (ação parácrina), ou tecidos localizados distante do ponto de liberação, em que o 

peptídeo é liberado no sistema circulatório (ação hormonal). 

 Nas figuras 15 e 16 podemos observar o resultado do alinhamento das sequências dos 

neuropeptídeos (ASTAs e TRPs) descritos em literatura com a sequência dos 

preprohormônios alatostatina e taquicinina, respectivamente. Através dos alinhamentos, 

podemos observar que o preprohormônio alatostatina de A. mellifera contém pelo menos oito 

sequências imaturas de neuropeptídeos ASTAs em sua sequência (figura 15), que 

provavelmente serão processados e darão origem aos peptídeos maduros. Nesse contexto, os 
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dados da literatura sugerem que existe uma variação entre as diferentes ordens em relação ao 

número de ASTAs presentes em suas respectivas proteínas precursoras (KASTIN, 2013). Por 

exemplo, em lepidópteras a preproalatostatina A contém entre oito e dez peptídeos, em 

dípteras esse número varia de quatro (Drosophila) a cinco (Aedes aegypti) peptídeos, e em 

crustáceos, os precursores contêm mais de 50 peptídeos em sua estrutura (KASTIN, 2013). 

 Observando a sequência dos peptídeos ASTAs imaturos no alinhamento podemos 

observar, também, que todas as sequências apresentam a sequência C-terminal característica 

das ASTAs de insetos (Y/F-X-FGL/Iamida, onde X representa um aminoácido variável), com 

exceção do peptídeo AYTYVSEY, e que os peptídeos variam de tamanho que vai de sete a 27 

resíduos de aminoácido – figura 15. Essa sequência característica parece ser conservada 

durante a evolução, estando presente em diferentes espécies do reino animal, o que sugere que 

essa família de neuropeptídeos desempenhe funções importantes nos organismos, em especial 

entre os vertebrados (BOERJAN et al., 2010; KASTIN, 2013). Diversos estudos de estrutura-

atividade biológica têm sugerido que essa sequência pentapeptídica conservada seja essencial 

para a atividade biológica dessa classe de biomoléculas, muito embora alguns análogos das 

ASTAs, que tiveram a região Y/F-X substituída por um grupo aromático, desempenharam 

atividade biológica (KAI et al., 2010; XIE et al., 2011).  

De modo geral, a estrutura conservada dessas moléculas parece possuir elementos 

estruturais secundários, que provavelmente são essenciais para a interação do peptídeo com 

seus receptores específicos (KASTIN, 2013). Nachman e colaboradores (1998) estudaram 

algumas ASTAs e verificaram que na sequência conservada Y/F-X-FGL/Iamida 

provavelmente ocorra à formação de dobras β tipo-II, e que os resíduos mais críticos para que 

ocorra essa conformação são a fenilalanina (F) e leucina (L), que são aminoácidos 

hidrofóbicos (NACHMAN et al., 1998). Nesse estudo, a incorporação de resíduos de 

aminoácido que promovem a formação de dobras β tipo-II, permitiu a síntese de análogos 

desses peptídeos, que foram caracterizados por exibir alta atividade biológica. 

Cada ASTAs imaturas no alinhamento com o preprohormônio é seguido por um 

resíduo de glicina (G) – com exceção do peptídeo AYTYVSEY (figura 15 A) – e por um sítio 

de duas bases polares básicas KR (lisina/arginina), uma no início da sequência e outra no 

final. Os sítios KR ou suas variações (RR, KK, RK, K, R) são denominados sítios de 

clivagem, necessários para que ocorra a liberação do peptídeo do seu preprohormônio através 

da ação de endopeptidases que reconhecem esses sítios específicos – esse processo é 

provavelmente realizado por enzimas prohormônio convertase (EIPPER, STOFFERS e 

MAINS, 1992; BOERJAN et al., 2010; KASTIN, 2013). Após a clivagem, o terminal glicina 



65 
 

(G) presente na região C-terminal de todos os peptídeos, com exceção do AYTYVSEY que 

não foi encontrado na forma amidada, serve como substrato para a ação de enzimas, como a 

peptidylglycine α-hydroxylating monooxygenase e a peptidyl-α-hydroxyglycine α-amidating 

lyase, que convertem a G C-terminal em um grupo amida. Diversas evidências sugerem que a 

amidação C-terminal seja importante para a atividade biológica desses peptídeos in vivo 

(KASTIN, 2013). 

Ao analisarmos o peptídeo AYTYVSEY, podemos observar que ele não apresenta a 

sequência conservada característica da família, e é produzido na forma ácida. Comparando as 

figuras 15 A e C, podemos observar que esse peptídeo é um fragmento do peptídeo 

AYTYVSEYKRLPVYNFGI-NH2, e que provavelmente é produto de degradação enzimática 

(hipótese corroborada pela presença de um sítio proteolítico – KR – no interior do peptídeo 

AYTYVSEYKRLPVYNFGI-NH2). Por não apresentar as características estruturais da 

família, provavelmente o peptídeo AYTYVSEY seja biologicamente inativo, todavia ensaios 

específicos seriam necessários para comprovar essa hipótese.  

Interessantemente, os neuropeptídeos AYTYVSEYKRLPVYNFGI-NH2 e 

AVHYSGGQPLGSKRPNDMLSQRYHFGL-NH2 (Figuras 15 G e H) apresentam um par de 

resíduos básicos no meio da sequência peptídica (KR), de modo a constituir uma extensão N-

terminal dos neuropeptídeos LPVYNFGI-NH2 e PNDMLSQRYHFGL-NH2, respectivamente. 

Para que as duas ASTAs estendidas sejam neuropeptídeos maduros e desempenhem função 

biológica, seria necessário que o sítio proteolítico KR no interior da sequência não fosse 

utilizado para o processamento em algumas células (neurônios ou células endócrinas). Essa 

ausência de processamento poderia ser causada pela presença de resíduos de prolina nas 

posições +2 e -4/+1 do sítio de clivagem nos neuropeptídeos AYTYVSEYKRLPVYNFGI-

NH2 e AVHYSGGQPLGSKRPNDMLSQRYHFGL-NH2, respectivamente. Esses resíduos 

podem diminuir a eficiência de clivagem das endopeptidases nesses sítios específicos, uma 

vez que as prolinas quebram a linearidade da cadeia α-carbônica e dificultam o acoplamento 

das enzimas. ASTAs estendidas com sítio KR no interior do peptídeo também foram isolados 

de baratas (BENDENA et al., 1997), mariposas (DUVE et al., 1997) e moscas (LENZ, 

WILLIAMSON e GRIMMELIKHUIJZEN, 2000). Em Drosophila, por exemplo, o 

neuropeptídeo maduro drostatin-5 é uma extensão N-terminal do peptídeo maduro drostatin-

2, ambos oriundos de um mesmo precursor (LENZ, WILLIAMSON e 

GRIMMELIKHUIJZEN, 2000). 

 Através do alinhamento com o precursor de taquicinina (Figura 16), podemos observar 

a presença de pelo menos 14 sequências neuropeptídicas imaturas diferentes na sequência do 
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preproTRP, que provavelmente serão processadas e darão origem aos peptídeos maduros. 

Assim como ocorre com a família ASTA, os números de TRPs presentes nas proteínas 

precursoras variam entre as diferentes ordens (KASTIN, 2013). Na figura 16 podemos 

observar que todas as TRPs são cercadas por sítios de clivagem (RR, KK, KR), e que a 

maioria dos peptídeos (oito de 14 diferentes TRPs) apresentam a sequência C-terminal 

característica das taquicininas de invertebrados – FX1GX2R-NH2 (X1 e X2 variáveis), sendo 

eles: ALMGFQGVR-NH2; APMGFQGMR-NH2; APMGFYGT; APMGFYGTRG; 

APMGFYGTR-NH2; ARMGFHGMR-NH2; SPFRYLGAR-NH2; NPRWEFRGKFVGVR-

NH2. Desses neuropeptídeos, apenas o SPFRYLGAR-NH2 apresenta uma tirosina (Y) ao 

invés de uma fenilalanina (F), o que representa uma substituição homóloga. Os peptídeos 

APMGFYGT e APMGFYGTRG parecem ser formas imaturas do neuropeptídeo 

APMGFYGTR-NH2, que apresenta a sequência conservada característica para a espécie. Os 

peptídeos que não apresentam a sequência conservada são: NSIINDVKNELFPEDIN, 

ASFDDEYY, IILDALEELD, GVMDFQIGLQ, SLEEILDEI e o SLEEILDEIK. 

 Dentre as taquicininas que vêm sendo detectadas e sequenciadas por espectrometria de 

massas (BROCKMANN et al., 2009; BOERJAN et al., 2010), as TRPs que não apresentam a 

sequência conservada podem ser classificadas como peptídeos espaçadores. Esse termo, 

introduzido por Wegener e Gorbashov (2008), refere-se a peptídeos não conservados oriundos 

de um precursor polipeptídico. Muito provavelmente, os peptídeos com a sequência 

conservada interagem com os receptores, enquanto os peptídeos espaçadores, liberados dos 

precursores assim como os demais peptídeos, provavelmente não tenham função na 

transdução de sinal (BOERJAN et al., 2010). Tem sido demonstrado, por exemplo, que a 

região C-terminal (R-NH2) seja crítica para a atividade mioestimulatória dos peptídeos 

UruTK-I  (LAQSQFVGSRa) e II (AAGMGFFGARa) no intestino posterior de barata; a 

substituição por M-NH2 diminuiu a atividade do peptídeo em 1000 vezes (IKEDA, 

MINAKATA e NOMOTO, 1999).  
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Figura 15. Alinhamento das sequências peptídicas descritas por Brockmann e colaboradores (2009) e 
Boerjan e colaboradores (2010) com a sequência da proteína alatostatina (Código de acesso no NCBI: 
NP_001161181.1). (A) AYTYVSEY – 994,43 Da. (B) LPVYNFGI-NH2 – 920,51 Da. (C) 
AYTYVSEYKRLPVYNFGI-NH2 – 2181,13 Da. (D) GRDYSFGL-NH2 – 912,45 Da. (E) RQYSFGL-NH2 – 
868,46 Da. (F) GRQPYSFGL-NH2 – 1022,53 Da. (G) PNDMLSQRYHFGL-NH2 – 1575,76 Da. (H) 
AVHYSGGQPLGSKRPNDMLSQRYHFGL-NH2 – 3013,51 Da. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 
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Figura 16. Alinhamento das sequências peptídicas descritas por Brockmann e colaboradores (2009) e 
Boerjan e colaboradores (2010) com a sequência da proteína taquicinina (Código de acesso no NCBI: 
NP_001011576.1). (A) ALMGFQGVR-NH2 – 976,53 Da. (B) NSIINDVKNELFPEDIN – 1972,97 Da. (C) 
APMGFQGMR-NH2 – 992,47 Da. (D) ASFDDEYY – 1008,38 Da. (E) SLEEILDEI – 1059,54 Da. (F) 
SLEEILDEIK – 1187,63 Da. (G) APMGFYGT – 842,36 Da. (H) APMGFYGTR-NH2 – 997,48 Da. (I) 
APMGFYGTRG – 1055,49 Da. (J) IILDALEELD – 1142,61 Da. (K) GVMDFQIGLQ – 1106,41 Da. (L) 
ARMGFHGMR-NH2 – 1060,52 Da. (M) SPFRYLGAR-NH2 – 1064,59 Da. (N) NPRWEFRGKFVGVR-
NH2 – 1745,96 Da. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 
 

5.5 Da imagem molecular ao comportamento 

 

Após a obtenção dos espectros de massas e o desenvolvimento do mapa de contorno, 

foram criados mapas de distribuição para as duas proteínas precursoras de neuropeptídeos, 

identificadas: alatostatina A (código de acesso: NP_001161181.1) e taquicinina (código de 

acesso: NP_001011576.1). Os códigos de acesso correspondem às sequências depositadas 

junto ao banco de proteínas do NCBI, em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.  

Levando-se em conta a presença das duas proteínas identificadas no tecido, as imagens 

moleculares foram geradas a partir dos valores de m/z oriundos da digestão teórica de cada 

uma dessas proteínas. Para a realização da digestão teórica foi utilizada a ferramenta de 

bioinformática ProteinProspector, com o auxílio do programa MS-Digest, disponível em: 

http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/msform.cgi?form=msdigest. O conjunto de 

N 

M 
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valores de m/z gerado corresponde aos íons moleculares monoprotonados de todos os 

fragmentos trípticos de cada proteína, gerados na presença da enzima tripsina. 

Para obter maior especificidade da distribuição da proteína no tecido, utilizamos 

somente as imagens moleculares geradas pela superposição de todos os valores de m/z dos 

peptídeos trípticos de cada proteína precursora. O procedimento descrito foi realizado para os 

indivíduos não agressivos e para os indivíduos que tiveram o seu comportamento agressivo 

estimulado.  Os resultados obtidos podem ser observados na figura 17. Inicialmente, foi 

obtida a imagem gerada pela superposição de todos os espectros obtidos, i.e, Cromatograma 

de Ions Totais (TIC), o que possibilita observar regiões de maior atividade cerebral em 

relação à expressão de proteínas (Figura 17 A). 

Além disso, também foram geradas imagens moleculares representando a distribuição 

geral das duas proteínas precursoras de neuropeptídeos – Taquicinina e Alatostatina A 

(Figuras 17 B e C, respectivamente). Nessas imagens, o padrão de coloração representa um 

método semi-quantitativo baseado em uma escala de cores que varia do de 0% a 100 %. Dessa 

forma, regiões que apresentam maiores concentrações de proteínas estão representadas 

próximo da intensidade de 100%, e regiões com menores concentrações de proteínas estão 

representadas por cores em gradiente decrescente em intensidade.    

Nas imagens correspondentes à secção do cérebro do grupo não agressivo (Figura 17 - 

esquerda), podemos observar um padrão de localização semelhante entre a proteína 

taquicinina e a alatostatina. Nesse grupo observamos uma elevada detecção de proteínas em 

regiões específicas do cérebro, tais como lobo antenal, medula, corpo central e algumas 

regiões dos corpos pedunculados. A região do lobo antenal é caracterizada por ser o principal 

centro nervoso olfativo (centro olfativo primário), responsável por processar informações de 

odores captados pelas antenas; essa região também é considerada como um dos principais 

centros nervosos envolvidos na aprendizagem olfativa.  A região da medula encontra-se no 

lobo óptico e auxilia no processamento de informações oriundas dos olhos compostos. O 

corpo central é o principal centro de controle locomotor, que integra inputs visuais e modula 

respostas motoras (outputs). A região dos corpos pedunculados (Moshroom body – MB) está 

envolvida no processamento de informações de alta ordem no sistema nervoso central dos 

insetos, tais como a integração sensorial, na aprendizagem, na memória e na orientação 

espacial; os MBs são descritos por atuarem na integração de todos os inputs sensoriais em 

abelhas. Desse modo, os dados obtidos sugerem uma intensa atividade cerebral de modo não 

simétrico nos centros visuais, centros olfativos e nos centros de integração sensoriais e motor. 
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No grupo de abelhas que tiveram o comportamento agressivo estimulado (Figura 17 - 

direita), observamos o mesmo padrão de localização para ambos os precursores estudados. 

Podemos observar, também, uma diminuição da detecção de proteínas, que se distribui para 

várias regiões cerebrais quando comparada ao grupo não agressivo. Esses dados sugerem que 

tanto as proteínas precursoras alatostatina quanto a taquicinina sofreram uma rápida clivagem, 

e sucessivo transporte dos neuropeptídeos maduros. As distribuições de proteínas observadas 

corroboram para a hipótese de que essas proteínas atuem como precursores de 

neuropeptídeos, e que possivelmente não tenham função biológica em sua forma nativa para o 

comportamento estudado. Em ensaios experimentais futuros, as hipóteses citadas serão 

investigadas com maior detalhamento. 

Desse modo, a técnica desenvolvida no presente trabalho oferece uma excelente 

oportunidade para analisarmos a expressão de proteínas in situ, bem como para estudarmos os 

mecanismos moleculares envolvidos no comportamento social desses insetos. 
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Figura 17. Comparação do grupo não agressivo (coluna da esquerda) com o grupo em que o 
comportamento agressivo foi estimulado (coluna da direita). (A) Imagens moleculares 
correspondentes ao cromatograma de íons totais. (B) Imagens moleculares correspondentes à 
proteína taquicinina. (C) Imagens moleculares correspondentes à proteína alatostatina. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Para estudarmos os mecanismos moleculares envolvidos no comportamento social das 

abelhas foram selecionados como alvo principal deste estudo os neuropeptídeos, uma vez que 

essas moléculas estão envolvidas, de maneira geral, em diversas funções biológicas e são 

caracterizadas por ser um dos grupos de maior importância na modulação de processos 
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fisiológicos e comportamentais (BROCKMANN et al., 2009). Dentre a classe dos 

neuropeptídeos, foram selecionados alguns peptídeos pertencentes à classe das alatostatinas e 

taquicinina devido a grande relevância biológica dessas classes de moléculas. Para a criação 

das imagens moleculares foram utilizados alguns neuropeptídeos descritos por 

(BROCKMANN et al., 2009; BOERJAN et al., 2010). 

As sequências peptídicas e as massas moleculares descritas por esses autores podem 

ser visualizadas na Tabela 1. 

 
Tabela 1. Sequências de peptídeos descritas por Brockmann e colaboradores (2009) e Boejan e 
colaboradores (2010), para as classes de neuropeptídeos taquicininas e alatostatinas. 

 
Classe de 
peptídeos 

Massa Molecular 
(Da) Sequência Peptídica 

Tachykinins 
precursor 

842,36 APMGFYGT 
976,53 ALMGFQGVR-NH2 
992,47 APMGFQGMR- NH2 
997,48 APMGFYGTR- NH2 
1008,38 ASFDDEYY 
1050,47 APMGFQGMRG 
1055,49 APMGFYGTRG 
1059,54 SLEEILDEI 
1060,52 ARMGFHGMR- NH2 
1064,59 SPFRYLGAR- NH2 
1106,55 GVMDFQIGLQ 
1142,61 IILDALEELD 
1187,63 SLEEILDEIK 
1745,96 NPRWEFRGKFVGVR- NH2 
1972,97 NSIINDVKNELFPEDIN 

Allatostatins 
precursor 

868,46 RQYSFGL-NH2 
912,45 GRDYSFGL-NH2 
920,51 LPVYNFGI-NH2 
994,43 AYTYVSEY 
1022,53 GRQPYSFGL-NH2 
1575,76 PNDMLSQRYHFGL-NH2 
2181,13 AYTYVSEYKRLPVYNFGI-NH2 
3013,51 AVHYSGGQPLGSKRPNDMLSQRYHFGL-NH2 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

5.5.1 Alatostatinas 

 

Existem três famílias de alatostatinas (ASTs), os peptídeos descobertos com base na 

sua habilidade de inibir o hormônio juvenil (JH) em insetos: (i) as alatostatinas do tipo A - 
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ASTAs, representando a família FGLa (sequência C-terminal comum para todos os membros 

da família), descoberta inicialmente em baratas (WOODHEAD et al., 1989; COAST e 

SCHOOLEY, 2011); (ii) as alatostatinas do tipo B – ASTBs, representando a família 

W(X)6Wa (sequência C-terminal comum para todos os membros da família), descoberta 

inicialmente em grilos (LORENZ et al., 1995); e (iii) as alatostatinas do tipo C – ASTCs, 

representando a família PISCF (sequência C-terminal comum para todos os membros da 

família), descoberta em mariposa (KRAMER et al., 1991; COAST e SCHOOLEY, 2011).  

As alatostatinas também são caracterizadas por estarem presentes através de toda a 

classe Insecta e em muitos outros organismos pertencentes ao filo dos invertebrados, atuando 

na regulação de diversas atividades biológicas, tais como a modulação da atividade 

miotrópica e da neurotransmissão, além da regulação do JH (STAY e TOBE, 2007). Enquanto 

algumas atividades biológicas das ASTAs são comuns a diferentes espécies, outras atividades 

parecem ser espécie e ordem específicas. A ação das ASTAs tem sido amplamente descritas 

em espécies individuais e, portanto, ainda é desconhecido se as ações biológicas podem ser 

inferidas através de toda a classe Insecta. Os neuropeptídeos ASTAs, por exemplo, são 

caracterizados por serem alostáticos (inibirem a síntese do JH) em baratas e, provavelmente, 

não desempenham a mesma função em dípteras e em abelhas (DUVE et al., 1993; BELLÉS et 

al., 1999; BOERJAN et al., 2010). Nestes, outro tipo de ASTs (ASTBs e/ou ASTCs) 

desempenham a função alostática, sugerindo que apenas um tipo de AST atue na inibição do 

JH em cada espécie (NÄSSEL, 2002). 

No caso da família FGLa/AST, as diferentes atividades biológicas incluem: a inibição 

da produção de vitelogenina pelo corpo gorduroso em baratas; a inibição da atividade 

miotrópica particularmente em tecido intestinal de dípteras e ortópteros; na regulação da 

liberação de enzimas digestivas no intestino médio de baratas; na neurotrasmissão em 

gânglios gastrointestinais em caranguejos e, possivelmente, no sistema nervoso central de 

baratas, exemplificando a ampla atuação das ASTAs na modulação de atividades biológicas 

diversas (KASTIN, 2013). 

 No presente trabalho foram criados mapas de distribuição para alguns neuropeptídeos 

pertencentes à classe das alatostatinas A. Na figura 18 podemos observar os mapas de 

distribuição dos neuropeptídeos LPVYNFGI-NH2 (m/z 921.51), AYTYVSEY (m/z 995.43), 

GRQPYSFGL-NH2 (m/z 1023.53) e AYTYVSEYKRLPVYNFGI-NH2 (m/z 2182.13). 

No grupo não agressivo (Figura 18 - esquerda) podemos observar, de maneira geral, 

uma baixa detecção de neuropeptídeos maduros (coloração azul), que estão distribuídos em 

quase todas as regiões do cérebro. Todavia, nos indivíduos agressivos (Figura 18 - direita) 
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observamos uma intensa concentração desses peptídeos (coloração verde, amarela e 

vermelha) no lado esquerdo e em algumas regiões centrais, como por exemplo, na região do 

MB, lobo óptico (lóbula e medula), corpo central e lobos antenais, sugerindo que esses 

neuropeptídeos possam desempenhar uma série de funções diferentes no sistema nervoso das 

abelhas. Através da comparação da detecção de ASTAs entre os dois grupos estudados 

(Figura 18), podemos observar um padrão de localização e intensidade diferentes. Esses 

resultados sugerem que o estímulo ao qual as abelhas foram submetidas teve efeito no 

comportamento e na fisiologia desses insetos. 

A intensa concentração de neuropeptídeos pertencentes à classe das alatostatinas 

observadas no cérebro de abelhas com o comportamento agressivo estimulado sugere uma 

intensa atividade cerebral nesse grupo. Esse aumento de atividade pode estar envolvido com a 

realização de um comportamento extremamente complexo que é a agressividade. Os 

resultados sugerem que esse comportamento envolve quase todas as estruturas cerebrais da 

abelha, em especial os MBs, lobos ópticos, corpo central e lobos antenais. Esses dados podem 

ser mais bem compreendidos se analisarmos o envolvimento do comportamento agressivo 

com a realização de tarefas extremamente complexas pelo cérebro, tais como o acesso à 

memória, o controle da navegação, da comunicação e a integração de estímulos sensoriais, o 

que explicaria a intensa atividade cerebral encontrada. Desse modo, podemos inferir a partir 

dos dados obtidos que as ASTAs analisadas possam estar diretamente relacionadas com a 

regulação do comportamento agressivo em A. mellifera.  

Observando as imagens moleculares das ASTAs nos indivíduos que tiveram o 

comportamento agressivo estimulado podemos observar que as regiões mais intensamente 

marcadas são as do sistema visual e os MBs. No sistema visual, podemos observar uma 

intensa marcação nas regiões da lóbula e medula, em especial do lado esquerdo do cérebro, 

indicando atuação desses peptídeos no processamento visual. Estudos da morfologia dos 

neurônios imunorreativos à AST nessas regiões sugerem um envolvimento com a detecção de 

movimento em Apis (KREISSL, STRASSER e GALIZIA, 2010), similar ao que foi descrito 

para moscas (KALB, EGELHAAF e KURTZ, 2008; BORST, 2009). Dado que a detecção de 

movimentos depende da precisão spike-tempo, e que as ASTs já foram descritas por 

influenciarem essa precisão em outros sistemas através de sua ação inibitória, a presença de 

ASTAs nessas regiões do sistema nervoso poderia atuar aumentando a precisão spike-tempo e 

atuar na detecção de movimento. Desse modo, poderíamos explicar a elevada detecção de 

ASTAs nos indivíduos que tiveram o comportamento agressivo estimulado, uma vez que a 

detecção de um estímulo visual em movimento é extremamente importante para a abelha 
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detectar e ferroar o alvo, todavia a atividade desses peptídeos precisaria ser testada 

fisiologicamente para comprovar essa hipótese.  

A intensa marcação nas regiões do MBs nos indivíduos estimulados poderia ser 

explicada devido ao aumento do processamento de informações sensoriais estimulados 

durante a o comportamento agressivo. Esse comportamento requer a entrada de informações 

sensoriais, seguido por sua interpretação e integração desses sinais para a geração de uma 

resposta apropriada. A estimulação da agressividade em abelhas envolve o alerta a um 

determinado estímulo (objeto escuro se movendo), interações sociais, liberação de feromônio 

de alarme (o recrutamento das demais operárias para defender a colônia), recrutamento (a 

defesa do ninho não é realizada em nível de indivíduo, mas em nível de colônia) e ataque. 

Esses fatores conferem aos MBs um papel extremamente importante para o comportamento 

estudado, uma vez que são responsáveis por integrar todos os inputs sensoriais, atuar na 

orientação espacial e locomoção, na formação da memória e por controlar as respostas 

motoras em abelhas. Os corpos pedunculados também têm sido envolvidos com a 

agressividade (BAIER, WITTEK e BREMBS, 2002; ROLLMANN et al., 2008; EDWARDS 

et al., 2009; ZWARTS et al., 2011). Em Drosophila, por exemplo, os MBs influenciam 

profundamente o comportamento agressivo, e o bloqueio de suas respostas sinápticas resultam 

na supressão do comportamento (BAIER, WITTEK e BREMBS, 2002). De modo similar, 

poderíamos especular que em A. mellifera essas estruturas também desempenhem um papel 

importante, e que os neuropeptídeos estudados atuem nessas estruturas modulando o 

comportamento. 

A partir dos dados experimentais podemos observar, também, que alguns 

neuropeptídeos são menos intensamente marcados do que outros em determinadas regiões do 

cérebro. Se observarmos a concentração relativa do neuropeptídeo de m/z 2182.13 mostrado 

na figura 18 D com a concentração dos demais neuropeptídeos vamos observar uma grande 

diferença entre eles. Todavia, não é possível afirmarmos qual das ASTAs estudadas apresenta 

maior importância na modulação da agressividade, uma vez que alguns neuropeptídeos 

podem atuar na modulação de diferentes atividades dependendo do local de sua concentração 

e de sua área de atuação no sistema nervoso (STAY e TOBE, 2007; BROCKMANN et al., 

2009). Desse modo, para um entendimento mais específico da atuação desses neuropeptídeos 

no cérebro das abelhas seriam necessários estudos adicionais. 
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Figura 18. Comparação do grupo não agressivo (coluna da esquerda) com o grupo 
em que o comportamento agressivo foi estimulado (coluna da direita) para alguns 
neuropeptídeos do grupo das alatostatinas comparando os grupos não agressivo e 
agressivo. (A) Imagens moleculares correspondentes ao neuropeptídeo alatostatina 
com m/z 921,51 (B) Imagens moleculares correspondentes ao neuropeptídeo 
alatostatina com m/z 995,43 (C) Imagens moleculares correspondentes ao 
neuropeptídeo alatostatina com m/z 1023,53 (D) Imagens moleculares 
correspondentes ao neuropeptídeo alatostatina com m/z 2182,13. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5.5.2 Taquicininas 

 

Os neuropeptídeos taquicininas (TRPs - Tachykinin-related peptides) formam um 

grande grupo de peptídeos dos invertebrados. Esse grupo é caracterizado por apresentar a 

seguinte sequência no lado C-terminal: -FX1GX2R-NH2 (sendo o X1 e o X2 variáveis). As 

duas primeiras TRPs identificadas foram oriundos de C. boreali: o nonapeptídeo CabTRP-Ia 

(APSGFLGMR-NH2) e o heptapeptídeo SGFLGMR-NH2, o primeiro a ser identificado em 

muitos outros decapodas. Posteriormente foi identificado um terceiro neuropeptídeo oriundo 

do decapoda Cancer crabs, seguidos da identificação três novos nonapeptídeos identificados 

de Litopenaeus vannamei, sendo caracterizados por apresentarem sequências N-terminais um 

pouco diferentes: APAGFLGMR-NH2, APSGFNGMR-NH2 e APSFGLDMR-NH2 (KASTIN, 

2013). Curiosamente, apenas três decapeptídeos de taquicininas foram identificados em 

Daphnia pulex (DIRCKSEN et al., 2011). 

 As taquicininas são caracterizadas por atuarem na regulação de diversas atividades 

biológicas, tais como os neuropeptídeos CabTRP-Ia e TPSGFLGMR-NH2 que atuam na 

regulação da atividade pilórica e gástrica em decapodas. Esses neuropeptídeos quando 

testados a 10-6M, ambos os peptídeos estimulam um aumento significante na frequência e 

amplitude das contrações do coração (SWENSEN e MARDER, 2001; CHRISTIE et al., 

2010). Nas baratas Leucophaea maderae a TRP-4 (=Met6 – CabTRP-Ia) é responsável por 

modular a sensibilidade de fotorreceptores em combinação com o GABA (GLANTZ et al., 

2000). O peptídeos CabTRP-Ia liberado a partir de células do intestino médio parecem elevar 

os níveis circulantes do peptídeo em animais em jejum, podendo  levar a ação miotrópica na 

musculatura do intestino anterior (CHRISTIE et al., 2010). Desse modo, podemos observar 

que as ações biológicas dos neuropeptídeos TRP parecem ser espécie específica, assim como 

ocorre com as taquicininas.  

No presente trabalho foram criados mapas de distribuição para alguns neuropeptídeos 

pertencentes à classe das taquicininas. Na figura 19 podemos observar os mapas de 

distribuição dos neuropeptídeos APMGFYGTR-NH2 (m/z 998.48), APMGFQGMR-NH2 

(m/z 993.47), ARMGFHGMR-NH2 (m/z 1061.52) e NPRWEFRGKFVGVR-NH2 (m/z 

1746.96). 

No grupo não agressivo (Figura 19 - esquerda) podemos observar, de maneira geral, 

uma baixa detecção de peptídeos maduros (coloração azul) que estão distribuídos em quase 

todas as regiões do cérebro, exceto o neuropeptídeo de m/z 1061.52 que foi detectado em 
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baixíssima concentração. Todavia, nos indivíduos agressivos (Figura 19 – direita) observamos 

uma intensa concentração de peptídeos (coloração verde, amarela e vermelha) no lado 

esquerdo e em algumas regiões centrais, assim como ocorrem para as ASTAs estudadas. De 

modo geral, todas as TRPs estudadas (Figura 19) estão distribuídas diferencialmente quando 

comparados os dois grupos experimentais. Essa distribuição diferencial pode indicar 

diferentes alvos, e, possivelmente, diferentes ações e papéis funcionais dos diferentes 

neuropeptídeos estudados. 

Para o grupo da agressividade podemos observar um grande aumento no padrão de 

expressão de peptídeos, o que sugere uma intensa atividade cerebral nesses organismos. As 

mudanças bioquímicas no cérebro desses insetos parecem mediar mudanças no 

comportamento. Os resultados sugerem, ainda, que as respostas comportamentais geradas 

envolvam a atuação de diferentes estruturas cerebrais, em especial os MBs e os lobos ópticos 

(medula e lóbula), que desempenham papéis importantes na integração e interpretação dos 

estímulos. Desse modo, podemos inferir que as TRPs analisadas possam estar envolvidas com 

a regulação do comportamento agressivo em A. mellifera, assim como foi observado para os 

neuropeptídeos ASTs.  

Os dados experimentais também demonstram que alguns neuropeptídeos, como por 

exemplo, o ARMGFHGMR-NH2 (m/z 1061.52) estava presente em concentrações ínfimas no 

grupo não agressivo e posteriormente foi encontrado em concentração relativamente alta no 

grupo agressivo, fortalecendo a hipótese de que esse neuropeptídeo tenha papel importante na 

modulação do comportamento agressivo. Como mencionado para as ASTAs, podemos 

estender para as TRPs, que alguns neuropeptídeos podem atuar na modulação de diferentes 

atividades dependendo de sua concentração e de sua área de atuação no sistema nervoso 

central (STAY e TOBE, 2007; BROCKMANN et al., 2009). Todavia, para um entendimento 

mais específico da atuação dos neuropeptídeos TRPs no cérebro das abelhas seriam 

necessários estudos adicionais. 

Em suma, os dados discutidos anteriormente para as proteínas precursoras de 

neuropeptídeos (diminuição da concentração das proteínas taquicininas e alatostatina no 

grupo agressivo quando comparado ao grupo não agressivo – Figura 17) e os dados de 

imageamento molecular dos neuropeptídeos ASTAs e TRPs, convergem para fortalecer a 

hipótese de que os precursores AST e TRP sofrem uma rápida clivagem e sucessivo 

transporte dos neuropeptídeos maduros para as diferentes regiões do cérebro, sendo esse 

processo diretamente relacionado com a modulação do comportamento agressivo em A. 

mellifera. 
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Figura 19. Comparação do grupo não agressivo (coluna da esquerda) com o grupo 
em que o comportamento agressivo foi estimulado (coluna da direita) para alguns 
neuropeptídeos do grupo das taquicininas comparando os grupos não agressivo e 
agressivo. (A) Imagens moleculares correspondentes ao neuropeptídeo taquicinina 
com m/z 998,48 (B) Imagens moleculares correspondentes ao neuropeptídeo 
alatostatina com m/z 1056,49 (C) Imagens moleculares correspondentes ao 
neuropeptídeo alatostatina com m/z 1061,52 (D) Imagens moleculares 
correspondentes ao neuropeptídeo alatostatina com m/z 1973,97. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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6 CONCLUSÃO 

 

A técnica de MSI é altamente eficaz para o estudo da distribuição de moléculas de 

interesse, pois a espotagem/impressão e a subsequente análise por espectrometria de massas, 

fornecem uma enorme quantidade de dados de elevada qualidade, que permitem não só 

identificar como localizar as proteínas e peptídeos nos diferentes compartimentos teciduais, e 

adicionalmente conhecer suas concentrações relativas. Nesse contexto, por correlacionar a 

histologia com informações moleculares, a técnica apresenta um grande potencial para a 

investigação da dinâmica espaço-temporal dos processos bioquímicos em curso nos sistemas 

neurobiológicos. 

Os resultados obtidos são extremamente funcionais, proporcionando a visualização da 

distribuição diferencial de proteínas e neuropeptídeos in situ no cérebro de abelhas A. 

mellifera. Sugere-se, também, que os neuropeptídeos pertencentes às classes ASTAs e TRPs 

sejam oriundos de uma rápida clivagem dos seus precursores e sucessivo transporte dos 

neuropeptídeos maduros para as diferentes regiões do cérebro, onde essas moléculas atuam 

mediando mudanças comportamentais.  

Nesse estudo, observou-se também a alteração do perfil neuropeptídico ao 

compararmos os indivíduos submetidos à estimulação do comportamento agressivo com os 

indivíduos de mesma idade que não foram submetidos a esse estímulo. Esses dados sugerem 

que os neuropeptídeos estudados possam estar envolvidos com a modulação do 

comportamento agressivo em abelhas.  

Em suma, pretendeu-se ampliar a compreensão de informações que complementem os 

estudos genéticos e moleculares realizados até o presente momento na tentativa de elucidar a 

complexidade molecular dos sistemas biológicos e que possam auxiliar, também, na melhor 

compreensão das bases moleculares envolvidas no complexo repertório de comportamento 

social apresentado pelas abelhas. No futuro, a técnica agora estabelecida será utilizada na 

tentativa de contribuir para a compreensão de processos biológicos complexos, tais como 

aprendizagem, memória e a modulação de diferentes comportamentos sociais.  

O presente projeto também foi importante por contribuir na formação de recursos 

humanos na área de desenvolvimento de novas tecnologias em imageamento molecular, com 

aplicações em Análise Proteômica e Peptidômica. 
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