4%, UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA N
unesp “ “JULIO DE MESQUITA FILHO” %
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO CLARO 5 )

CIENCIAS BIOLOGICAS

MARCEL PRATAVIEIRA

DESENVOLVIMENTO DE UMA PLATAFORMA ANALITICA PARA
AQUISICAO DE IMAGENS MOLECULARES EM TECIDOS
ANIMAIS

Rio Claro
2013



MARCEL PRATAVIEIRA

DESENVOLVIMENTO DE UMA PLATAFORMA ANALITICA PARA
AQUISICAO DE IMAGENS MOLECULARES EM TECIDOS ANIMAIS

Orientador: Mario Sergio Palma

Co-orientadora: Anally Ribeiro da Silva Menegasso

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” - Campus de Rio
Claro, para obtengéo do grau de Bacharel em Ciéncias
Bioldgicas

Rio Claro
2013



547.75
Pol2d

Pratavieiwra, Marcel

Desenvolvimento de uma plataforma analitica para aquisicio de
imagens moleculares em tecidos animais / Marcel Pratavieira. - Rio Claro,
2013

110 £ : 1l., figs., tabs.

Trabalho de conclusio de curso (bacharelado - Ciéncias Biologicas) -
Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias de Rio Claro

Onentador: Marnio Sergio Palma

Coonentador: Anally Ribeiro da Silva Menegasso

l. Proteinas. 2. Imageamento molecular. 3. Neuropeptideos. 4.
Espectrometria de massas. 5. MALDI MSL. 6. Apis mellifera. 7.
Meurobiologia. 1. Titulo.

Ficha Catalografica elaborada pela STATI - Biblioteca da UNESP
Campus de Rio Claro/SP




Dedico esse trabalho a vocés que sempre me fizeram acreditar na realizacao dos meus
sonhos e trabalharam arduamente para que eu pudesse realiza-los, meus pais,
Manoel e Meire.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente aos meus pais, Manoel e Meire, que S&0 meus maiores
exemplos. Todo o carinho e apoio que vocés me deram foram fundamentais para que eu
chegasse até esta etapa de minha vida.

Agradeco especialmente ao meu irmdo Murilo, sem duvidas, o meu melhor amigo.
Obrigado por me ouvir, por estar sempre junto me apoiando e incentivando. Obrigado por
todos 0s momentos inesqueciveis que passamos juntos.

A todos os meus familiares que de alguma forma contribuiram para que eu chegasse até esta
etapa de minha vida. Agradeco em especial 0 meu primo, Rafael, que sempre esteve muito
presente em minha vida me proporcionando momentos muito engragados.

Aos meus tios Daniel e Sandra, pelo total apoio, convivéncia e bons momentos
proporcionados.

Agradeco a Anally, pelo afeto, amor e carinho. Obrigado por estar sempre ao meu lado
me apoiando. Vocé me ensina a cada dia como amar e a importancia de se ter uma
companheira para todas as horas.

Agradeco a toda a galera do CBI09. Agradeco pelos momentos inesqueciveis que
passamos juntos. VVocés ficardo para sempre em minha memoria.

Agradeco especialmente aos meus melhores amigos, Laranja, Boi e Noé, sem vocés a
faculdade ndo teria sido a experiéncia maravilhosa que foi. Obrigado por todos 0s momentos
que passamos juntos, pelas festas, almocos, jantares, baladas, pelas risadas (que foram
MUITASSSS!). Espero ter a amizade de vocés pelo resto da minha vida.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Mario Sergio Palma, pela oportunidade, ensinamentos,
orientacdo e pela paciéncia. Obrigado pela confianca em mim depositada.

Aos demais professores que participaram da minha graduacdo, e que foram
responsaveis por me fazer aprender e crescer muito durante todos esses anos.

Agradeco também ao grupo do Laboratério de Biologia Estrutural e Zooquimica
(Anally, Ana Maria, Franciele, Beto, Diego, Bibiana, Paulo, Helen, Nathalia, Eduardo,
Marcela, Keni e Fernando) por toda ajuda direta ou indiretamente concedida. Agradeco em
especial a Anally e Ana Maria que sempre me ajudaram no desenvolvimento deste trabalho.

Agradeco a Universidade pela infraestrutura e pelo apoio académico.

Ao CNPq, pelo suporte financeiro concedido durante o desenvolvimento deste projeto.

A todos os funcionérios da UNESP-Rio Claro, pelos servigos prestados.



A todas as eventuais pessoas que eu possa ter esquecido de mencionar aqui. A todos,

muito obrigado!



“A arte de interrogar ndo € tdo facil como se pensa. E mais uma arte de mestres do que de
discipulos; é preciso ter aprendido muitas coisas para saber perguntar o que ndo se sabe.”

Jean-Jacques Rousseau



RESUMO

Avangos na espectrometria de massas oferecem atualmente uma Otima oportunidade para
estudos na investigacao de interagdes moleculares em amostras de tecido. Um exemplo destes
avancos foi o desenvolvimento da técnica MALDI Mass Spectral Imaging (MALDI MSI)
voltada para a analise da distribuicdo espacial de compostos quimicos em cortes histoldgicos.
Essa técnica utiliza a sensibilidade e a especificidade da espectrometria de massas para
mapear e produzir imagens bidimensionais, uma ’fotografia quimica’’, de moléculas
presentes em cortes histoldgicos, proporcionando o estudo da interacdo molecular,
complexidade e abundancia relativa de biomoléculas. Neste trabalho, foi desenvolvida uma
nova plataforma analitica para MALDI MSI em cérebro de abelhas Apis mellifera, que
possibilitasse o estudo da distribuicdo espacial de alguns neuropeptideos (Nps) importantes
fisiologicamente (alatostatina — AST e taquicinina — TRP). Esses Nps foram estudados no
cérebro de abelhas operarias com 20 dias de idade, comparando individuos que tiveram o
comportamento agressivo estimulado (individuos “agressivos”) e individuos que néo
exerceram 0 comportamento agressivo (individuos controle). Apds as analises de
espectrometria de massas, 0s espectros de massas foram convertidos em imagens, gerando
mapas de densidade de distribuicdo para cada relacdo massa/carga. Nesse estudo foram
identificadas duas proteinas precursoras de Nps e alguns Nps pertencentes a classe das ASTs
e TRPs. Os resultados sugerem que os precursores AST e TRP sofreram uma rapida clivagem
e sucessivo transporte dos Nps maduros, para diferentes regides do cérebro. Um perfil
diferente de Nps foi observado em diferentes regides do cérebro, incluindo diferencas
qualitativas e quantitativas relativas entre 0s grupos ndo-agressivo e agressivo. Essas
diferencas demonstram a complexidade do cérebro desses insetos, e a distribuicdo
heterogénea dos Nps estudados, indicando que essas moléculas atuem em regides especificas
do cérebro e que possam atuar na modulacdo do comportamento agressivo. Pode-se concluir
que a plataforma analitica desenvolvida foi muito sensivel & detec¢do de Nps, proporcionando
a visualizacdo da distribuicdo espacial de proteinas e Nps in situ no cérebro de abelhas A.
mellifera, em um curto espaco de tempo, utilizando-se um protocolo experimental de
preparacdo de amostra muito simples e de facil execucdo. Os resultados obtidos demonstram
0 enorme potencial da técnica para a melhor compreensdo de processos biolégicos, tal como a
atuacdo de Nps na modulagdo do comportamento agressivo em abelhas. No futuro, a técnica
estabelecida poderéa ser utilizada para a compreensao de processos biolégicos complexos, tais

como a aprendizagem, memoria e a modula¢do do comportamento social em A. mellifera.



PALAVRAS CHAVE: Espectrometria de Massas. MALDI MSI. Neuropeptideos. 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 INTRODUCAO

Atualmente, a espectrometria de massas (MS) representa uma das técnicas analiticas
mais versateis e sensiveis disponiveis aos cientistas e é uma ferramenta valiosa utilizada em
diversos estudos nas &reas de Quimica, Biologia, Ciéncias Médica e Ciéncias Tecnoldgicas.
Através de sua utilizacdo é possivel obter informacGes sobre: a estrutura da molécula,
constituicdo quimica dos analitos, composi¢cdo quantitativa e qualitativa de misturas
complexas e a composi¢do quimica de superficies solidas, bem como fornecer informacoes
para a investigacao entre as interacdes moleculares.

Um exemplo dos recentes avangos da espectrometria de massas foi o desenvolvimento
da técnica denominada MALDI Imaging (MALDI-MSI), voltada para analise espacial da
distribuicdo quimica de macro/micro-moléculas em tecidos intactos, 0 que pode auxiliar no
estudo desafiador de importantes biomoléculas com alto grau de complexidade, presentes em
baixa abundancia em um determinado tecido. Essa técnica de imageamento quimico utiliza a
sensibilidade e a especificidade da MS para mapear e produzir imagens bidimensionais, como
se fosse uma “fotografia quimica’’, de moléculas presentes em um corte histologico,
proporcionando o estudo da interacdo molecular, complexidade e abundancia relativa de
biomoléculas em células, bem como o estudo da estrutura molecular e localizacao espacial de
moléculas como, por exemplo, 0s peptideos.

A tecnologia normalmente utilizada nesse tipo de estudo envolve o uso de um spray
que umedece completamente o tecido, provocando grandes alteracdes na osmolalidade de
diferentes compartimentos histolégicos, e de pressdo osmotica local, que por sua vez levam a
“ruptura dos compartimentos teciduais”, ocasionando a deslocalizagdo das moléculas de
proteinas (ELSNER et al., 2012). Como alternativa a isso, utilizamos uma nova tecnologia de
preparacdo de amostras, baseada na aplicagdo “a seco” de solventes, matriz analitica, enzimas
digestivas e demais reagentes, atraves do efeito piezoelétrico gerado por ponteiras
ultrassdnicas, que constituem o diferencial tecnolégico para estudos de imageamento
molecular por abordagem MALDI. Isso se tornou possivel pelo uso de uma “impressora
quimica” de alta performance. Esta tecnologia, desenvolvida em parceria com a empresa
Shimadzu Biotechnology, permite analise de proteinas e peptideos in situ em cortes
histologicos de diferentes tipos de tecidos, mantendo intactos os compartimentos celulares
(ESQUENAZI et al., 2009; GROSECLOSE et al., 2007).

A peptidémica € uma area do conhecimento altamente dindmica que, se aliada com

estudos protedmicos, tanto funcionais quanto estruturais, e aos dados de outras plataformas
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“omicas’’ como a gendmica, podem proporcionar um melhor entendimento da complexidade
e interagdo entre biomoléculas induzidas por situacBes fisioldgicas especificas. Estas
diferentes situacdes fisioldgicas podem estar associadas a sintese diferencial e as variacdes na
abundancia de peptideos e proteinas (HERNANDEZ et al., 2012; BOERJAN et al., 2010;
BROCKMANN et al., 2009; ALAUX et al., 2009) que, se forem devidamente estudadas e
compreendidas, podem gerar implicacGes diretas em varios campos da biologia e da
biotecnologia.

Levando-se em conta a importancia do estudo de peptideos e os avangos da analise de
moléculas in Situ atraves da espectrometria de massas, 0 presente estudo teve como objetivo o
desenvolvimento de uma plataforma analitica para o estudo de neuropeptideos que possam
atuar na modulacdo do comportamento agressivo em cérebro de Apis mellifera. As abelhas
sd0 organismos caracterizados por apresentarem um sistema nervoso estruturado de forma
simples, com poucos neurdnios, por apresentarem uma riqueza comportamental e uma
impressionante capacidade cognitiva (MENZEL e GIURFA, 2001). Equipados com um
cérebro de menos de 1 mm cubico, as abelhas apresentam aproximadamente 950.000
neurdnios e, apesar de parecerem ter uma capacidade cognitiva limitada, esses organismos
apresentam um repertorio comportamental extremamente complexo, plastico e rico, no qual a
memoria e a aprendizagem desempenham um papel fundamental na adaptacdo desses animais
ao meio ambiente (MENZEL, LEBOULLE e EISENHARDT, 2006).

As abelhas sdo muito conhecidas por apresentarem uma estrutura social extremamente
complexa, que é dividida em castas (rainhas, operarias e zang@es), que por sua vez realizam
tarefas especializadas para uma funcdo 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 fungbes como um conjunto de individuos, em funcdo de eventos que acontecem
dentro e fora da colénia, fornecem a chave para seu sucesso e grande capacidade de adaptacédo
(WINSTON, 2003). Dentro dessa complexa sociedade podemos destacar um grupo por sua
notavel importancia: as abelhas guardids. Esse grupo é formado por algumas abelhas operérias
que patrulham a entrada da colénia, depois de terem completado as tarefas do ninho, porém,
antes de iniciarem a atividade de forrageamento, e sdo responsaveis por proteger a coldnia
(FREE, 1980).

A coldnia de Apis contém estoques de mel e de polen, e frequentemente uma
abundancia de cria, 0 que atrai a atencdo de muitos saqueadores/predadores potenciais,
inclusive 0 homem. Isso faz com que o comportamento agressivo desempenhado pelas

abelhas responsaveis pela defesa da colbnia frente a tais invasores, seja de fundamental
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importancia para a sobrevivéncia da colonia (FREE, 1980). Nesse contexto, a abordagem de
MALDI Imaging oferece um enorme potencial para a analise simultdnea de vérias espécies
moleculares presentes no cérebro de abelhas que possam estar associadas com o
comportamento defensivo (agressividade) desses animais.

Os neuropeptideos representam, dentre as moléculas mensageiras do cérebro, um dos
grupos com maior diversidade estrutural e de grande importancia na modulagdo de processos
fisiolégicos e comportamentais, uma vez que funcionam como neuro-hormonios,
neuromoduladores e neurotransmissores (BROCKMANN et al., 2009). Dentre as principais
familias de neuropeptideos descritas atualmente na literatura estdo: alatostatina, apidaecina,
corazonina, MVPV, miosupressina, NPLP-1, orcocinina, PBAN, perivisco, taquicinina
(BROCKMANN et al., 2009). Constituindo esses grupos, alguns peptideos ja sdo conhecidos
por serem bioativos na modulagdo do comportamento, como por exemplo, 0s peptideos
APMGFQGMRa (taquicinina), SPSLRLRFa (sNPF), e I'YLPLFASRLa (PBAN) que estdo
relacionados com a regulacdo da alimentacdo em insetos sociais (BROCKMANN et al.,
2009).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Modelo biol6gico

Décadas de estudos com invertebrados tém estabelecido alguns animais como modelos
robustos, confidveis e influentes para o estudo da neurobiologia. Ao longo das ultimas
décadas, podemos observar um aumento significativo da aceitagdo desses animais, por
diversas razdes, como modelos de elevado potencial para o entendimento de questbes basicas
na biologia, particularmente no nivel comportamental, neural e molecular, o que tem
proporcionado a adocdo de novas ideias e conceitos no estudo do comportamento e da
neurobiologia. Parte desse incrivel avanco so esta sendo possibilitado devido a adocdo de
novas ferramentas que estdo permitindo aos pesquisadores trilharem caminhos inovadores de
pesquisa que permitem analises cada vez mais complexas do sistema nervoso de
invertebrados. Depois de um prolongado ceticismo, podemos observar que o tipo de
contribuicdo de alguns invertebrados para o desenvolvimento da neurociéncia estd mudando e
ganhando importancia (MENZEL e ERBER, 1978; MENZEL e GIURFA, 2001; SATTELLE
e BUCKINGHAM, 2006).

Os invertebrados sdo caracterizados, em geral, por apresentarem células grandes e
acessiveis, sistema nervoso bem particionado e estruturado de forma simples, com
comportamentos bem caracterizados e definidos, o que os tornam alvos de estudos
neurocientificos. Estudos com muitos invertebrados tais como o0s moluscos, gafanhotos,
caranguejos, anelideos, medusas e, em especial, as abelhas (Apis mellifera), tém ajudado no
desenvolvimento de conceitos importantes na neurociéncia (SATTELLE e BUCKINGHAM,
2006).

As abelhas (A. mellifera) sdo organismos caracterizados por apresentarem um sistema
nervoso estruturado de forma simples, com poucos neurdnios, por apresentarem uma riqueza
comportamental e uma impressionante capacidade cognitiva (MENZEL e GIURFA, 2001).
Equipados com um cérebro de menos de 1 mm cubico, as abelhas apresentam
aproximadamente 950.000 neurdnios e, apesar de parecerem ter uma capacidade cognitiva
limitada, esses organismos apresentam um repertdrio comportamental extremamente
complexo, plastico e rico (MENZEL, LEBOULLE e EISENHARDT, 2006).

Apresentando um sofisticado sistema sensorial e uma boa capacidade de aprendizagem
e memoria, as abelhas possuem mecanismos essenciais de funcionamento do sistema nervoso

que ndo diferem drasticamente daqueles de vertebrados. Essas caracteristicas conferem as
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abelhas uma capacidade impressionante de processar informacdes e de se adaptar ao
ambiente. Processos comportamentais que variam da coleta de informacfes através da
percepcdo e da tomada de decisdo até a adogdo de acdes adequadas permitem ao animal lidar
com um ambiente em mudancga, corroborando para o grande sucesso evolutivo desses
animais.

Dentre todos os insetos, as abelhas sdo os animais que apresentam a estrutura social
melhor organizada, de modo que as interacfes entre os individuos produz uma estruturada
divisdo de trabalho, que se correlaciona com a idade do individuo e com mudangas na
fisiologia e na expectativa de vida. Apresentando uma estrutura social extremamente
complexa, esses organismos, assim como 0s demais animais sociais, necessitam de uma
refinada capacidade cognitiva, que por sua vez é fundamental para a intensa comunicagdo
entre os individuos da coldnia, para o reconhecimento espacial, para a navegacdo durante o
comportamento de exploracdo, para o forrageamento, para a defesa da col6nia, dentre outras
funcbes executadas por esses animais. Em suma, esses organismos sao considerados como

sistemas modelo para o estudo da cognicdo em um nivel intermediario de complexidade.

2.2 Neuropeptiddomica

A expressdo ““peptidoma” e ““peptiddmica”” comegou a ser utilizado em 2001 e é
analogo ao termo ““proteoma”” e ““protedmica”” (WILKINS et al., 1996; SCHULZ-KNAPPE
et al., 2001; VERHAERT et al., 2001). Em contraste com a protedmica, que foca no estudo de
proteinas (> 10 kDa) e suas interacfes, a peptiddmica envolve o estudo de peptideos
enddgenos (< 10 kDa) contidos em células, 6rgdos, fluidos e organismos, tais como
horménios e neuropeptideos.

Os neuropeptideos sdo moléculas mensageiras de ampla diversidade estrutural e de
grande importancia na modulacdo de processos fisiologicos e comportamentais, uma vez que
podem funcionar como neuro-hormdnios, neuromoduladores e neurotransmissores
(BROCKMANN et al., 2009). Essas moléculas desempenham papéis de sinalizacdo tanto
nervosos quanto endocrinos, estando envolvidas na regulagdo de quase todos 0s processos
fisiolégicos no reino animal, tais como o desenvolvimento, reproducdo, crescimento,
metamorfose, alimentacdo, homeostase, memoria e 0 comportamento.

Bastantes esforgos tém sido realizados nas ultimas décadas com a finalidade de
identificar essas biomoléculas em uma grande variedade de espécies, muitas delas

pertencentes a 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 neuropeptideos por
serem organismos considerados modelos na neurobiologia, como discutido anteriormente.
Nesses insetos, as principais familias de neuropeptideos descritas atualmente na literatura sao:
Allatostatin, Apidaecin, Corazonin, MVPV, Myosuppressin, NPLP-1, Orcokinin, PBAN,
Perivisc, Tachykinin (BROCKMANN et al., 2009). Diversos neuropeptideos ja foram
descritos por atuarem na modulacdo do comportamento social desses insetos, tais como 0s
peptideos APMGFQGMRa (tachykinin), SPSLRLRFa (sNPF), e IYLPLFASRLa (PBAN)
que estdo relacionados com a regulacdo da alimentacdo em insetos sociais (BROCKMANN et
al., 2009; BOERJAN et al., 2010).

2.3 Espectrometria de massas

Um espectrometro de massa € um instrumento analitico que converte componentes de
uma amostra em ions gasosos (carregados positiva ou negativamente) e mede suas massas,
podendo fornecer informag6es importantes sobre os analitos, incluindo a sua estrutura, pureza
e composicdo (EL-ANEED et al., 2009). Esse instrumento isola os ions gasosos de acordo
com sua relacdo massa/carga (m/z). Um espectrémetro de massas € formado basicamente de
cinco componentes principais: sistema de injecdo de amostra, fonte de ions, analisador,
detector e processador de dados. As amostras (solida, liquida ou gasosa) sdo introduzidas no
espectrometro através do sistema de injecdo. Na fonte de ions os componentes da amostra sao
convertidos em ions, de acordo com o0 método de ionizacdo do equipamento. Como resultado
do processo de ionizacdo temos a formacdo de uma nuvem de ions, que deixam a fonte de
ionizacdo e sdo acelerados para dentro do analisador de massas. Uma vez separados no
analisador de massas, 0s ions vdo direto ao detector e os sinais gerados sdo processados e
analisados por modernos computadores.

A espectrometria de massas € um dos métodos mais precisos, rapidos e confiaveis
disponiveis para determinar a massa molecular de analitos com uma alta precisdo em uma
Unica medicdo. Todavia, essa técnica analitica ndo é recente, ela teve seu inicio em 1886 com
a descoberta do ion positivo por Goldstein (GOLDSTEIN, 1886). O primeiro espectro de
massas foi obtido por Thomson em 1912, e o primeiro espectrémetro foi desenvolvido por
Dempster em 1918 (DEMPSTER, 1918). A partir desta data varios tipos de espectrémetros
foram desenvolvidos para diversas finalidades, mas o grande avanco da espectrometria de
massas no campo biolégico ocorreu a partir da década de 80 com o desenvolvimento das
técnicas de ionizagdo MALDI (HILLENKAMP et al., 1987) e ESI (FENN et al., 1989).
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Com o advento das fontes de ionizagdo suaves (MALDI e ESI) houve uma revolugéo
na extensao das aplicacdes da espectrometria de massas, que passaram a abranger a analise de
proteinas, peptideos, biopolimeros, polimeros sintéticos, pequenas moléculas polares, dentre
outras moléculas (EL-ANEED et al., 2009; KOLLIPARA et al., 2011) . Essas técnicas de
ionizacdo sdo consideradas suaves, pois formam ions com baixa energia interna, permitindo a
observacdo de espécies idnicas moleculares com pouca ou nenhuma fragmentacdo durante o
processo. Por exemplo, a ionizagdo do tipo ESI se baseia no principio da formacdo de um
“spray” eletrolitico (FENN et al., 1989). Nesse processo, o solvente vai evaporando até que 0s
ions 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 producdo do “spray” de
goticulas carregadas, podendo produzir ions positivos ou negativos, dependendo da
preparacdo da amostra e tipo de analise (EL-ANEED et al., 2009).

Na técnica MALDI, os ions sdo dessorvidos da fase solida. Esse processo resulta na
passagem nao espontanea de moléculas ndo volateis da fase sdlida para a fase gasosa e na
ionizacdo dos analitos (EL-ANEED et al., 2009). A amostra € inicialmente misturada a um
solvente e incorporada a uma estrutura cristalina de pequenos compostos organicos (matriz)
em excesso molar, para que ocorra 0 processo de co-cristalizacdo entre os analitos e a matriz
(KOLLIPARA et al.,, 2011; JURINKE et al., 2004). Os componentes dessa mistura sdo
trazidos para a fase gasosa através da utilizacdo da radiacdo laser, que € absorvido pela matriz
causando uma decomposicdo estrutural dos cristais irradiados (EL-ANEED et al., 2009). Esse
processo gera uma nuvem de particulas, através da qual os ions sdo extraidos por um campo
elétrico. A figura 1 representa 0s processos através dos quais os ions sdo formados durante
uma analise de espectrometria de massas do tipo MALDI (EL-ANEED et al., 2009).
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Figura 1. Representagdo esquematica do processo de ionizagdo 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
ionizagdo e dessorcdo dos analitos.
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Fonte: EL-ANEED et al. (2009), tradu¢do nossa.

Ap0s 0 processo de ionizagdo, os ions sdo direcionados para um analisador de massas
e separados de acordo com suas relacdes massa/carga (m/z). O analisador de massas
comumente associado ao MALDI é conhecido como Tempo de V6o — ToF (Time-of-Flight).
Essa metodologia de separacdo de ions é uma das mais simples e, apesar de ter sido descrita
pela primeira vez em meados do século XX por Stephens (1946), ela so6 foi redescoberta na
década de 90 (BROWN e LENNON, 1995). Em um analisador ToF, os ions voam livremente
sob vacuo em um tubo de 1-2 metros de comprimento, até atingirem o detector. A relacdo m/z
é determinada através da medida do tempo de véo 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; CANTU et al., 2008). As massas S&0
acessiveis como dados numéricos para processamento direto e subsequente analise.

De acordo com Cunha (2006), a compatibilidade dos diferentes tipos de analisadores
de massas aos diferentes métodos de ioniza¢do pode variar muito, de modo que as diferentes
possibilidades de associacfes possam ser empregadas para a analise de diferentes moléculas.
Nesse contexto, espectrometros de massas do tipo MALDI-ToF tém sido utilizados para a
analise de peptideos e proteinas de alto peso molecular (KOLLIPARA, et al., 2011).

Atualmente, esses espectrdmetros tém sido utilizados para a analise de proteinas e
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peptideos em varias amostras bioldgicas, tais como plasma, soro, saliva, leite, urina e, mais
recentemente, para a andlise 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 CAPRIOLLI, 2005).

2.4 Imageamento molecular

O imageamento molecular através da espectrometria de massas (Mass spectrometry
imaging - MSI) tem emergido como uma importante ferramenta analitica na ultima década,
mostrando informagdes valiosas em varios campos do conhecimento devido a sua capacidade
Unica de fornecer informacGes multicomplexas sem a necessidade de marcacdo ou coloragédo
(WU et al., 2013). A espectrometria de massas pode gerar perfis que contém centenas de
biomoléculas diretamente a partir de um tecido, e atraves da correlagédo 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 tém sido
desenvolvidos, possibilitando a analise de uma variedade de moléculas por MSI
(RUBAKHIN e SWEEDLER 2010). Essa tecnologia tem sido rotineiramente aplicada para
analise de diversos compostos bioldgicos e ndo bioldgicos, tais como: proteinas, peptideos,
lipideos, compostos de baixa massa molecular (como drogas farmacéuticas), nucleotideos,
metabolitos, cosméticos, dentre outros, devido a sua capacidade unica de identificar e resolver
espacialmente diferentes compostos simultaneamente (GREER; STURM e LI, 2011,
ELEANOR et al.; 2013; YE et al, 2013a; OLIVEIRA et al, 2013; SCHWAMBORN e
CAPRIOLLI, 2010a). Essa ferramenta tem sido aplicada em diversas areas, como nas ciéncias
biologicas, biomédica, quimica, farmacéutica, de materiais, forense, dentre outras, devido a
sua alta especificidade quimica e relativa facilidade de aplicagdo (PACHOLSKI e
WINOGRAD, 1999; MCDONNELL e HEEREN, 2007; VIDOVA et al., 2009; CHUGHTAI
e HEEREN, 2010 ; VICKERMAN, 2011).

Os métodos de ionizacdo sob vacuo mais utilizados para andlises de MSI sdo a
ionizacao e dessorcédo a laser assistida por matriz (matrix assisted laser desorption ionization
— MALDI) e a espectrometria de massas de ions secundarios (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 ionizacdo sob
vacuo utilizado para o imageamento quimico € o NIMS (nanostructure-initiator mass
spectrometry), introduzida por Siuzdak e colaboradores (2007), que ndo utiliza matriz, gera
uma fragmentacgdo reduzida por ser uma técnica de ionizacdo suave e apresenta alta resolucao
espacial e sensibilidade (NORTHEN et al., 2007; WOO et al., 2008; WU et al., 2013). Essa
tecnologia vem sendo aplicada para a analise de biofluidos (urina, saliva e sangue) no estudo
de xenobioticos e metabolitos, para a analise de células isoladas e imageamento quimico de
tecidos (YANES et al., 2009; WU et al., 2013).

Além dos métodos de ionizagdo sob vacuo utilizados para analises de MSI,
recentemente foram desenvolvidas técnicas de ionizacdo ambiente, que sdo realizadas sob
pressdo atmosférica. Nessas técnicas as amostras sdo submetidas a pouca ou nenhuma
preparacdo, a ionizacdo ocorre fora do espectrdmetro de massas, e somente 0s ions sao
introduzidos no interior do espectrémetro, e ndao toda a amostra (COOKS et al., 2006; WU et
al., 2013). Mais de trinta métodos de ionizacdo ambiente tém sido desenvolvidos nos ultimos
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 tém sido utilizados em analises de MSI. Dentre esses
métodos temos: DESI - desorption electrospray ionization (IFA et al., 2007), LAESI - laser
ablation e€lectrospray 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 ionizacdo ambiente

2.4.1.1 lonizacao de dessorgéo por eletrospray — DESI

O método de ionizacdo DESI surgiu como uma técnica de ionizacdo ambiente
alternativa em 2004 (TAKATS et al., 2004). Essa técnica apresentou uma perspectiva
inovadora para a realizacdo de analises quimicas quantitativas e qualitativas através da
espectrometria de massas. A ideia central era que a superficie de objetos tais como um pedago

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 extracdo das moléculas de interesse, ou um pré-tratamento da amostra. A sua primeira
aplicacdo para o imageamento quimico foi descrito por Ifa e colaboradores (2007) que
utilizaram a técnica para o estudo de lipideos em secg¢des cerebrais de ratos.

No método de ionizacdo DESI, goticulas primarias carregadas geradas por ESI causam
um impacto de solvente na superficie da amostra para dessorver o analito em goticulas
secundarias (VENTER, SOJKA e COOKS, 2006; WU et al., 2013). Simula¢es do processo
de DESI mostram a liberacdo de dezenas de microgoticulas com o impacto de uma unica gota
primaria de alta velocidade atingindo a amostra (COSTA e COOKS, 2008). As
microgoticulas secundarias contendo os analitos sdo geradas externamente, sugadas para
dentro da entrada do espectrometro de massa e analisadas — Figura 2 — (WU et al., 2013). Esse
processo pode ser basicamente subdividido em trés etapas: na primeira um spray de solvente
incide sobre a amostra formando uma fina camada de liquido; na segunda etapa a camada de
liquido formada sobre a amostra auxilia na extracdo dos analitos; a Gltima etapa do processo €
iniciada por consecutivas colisbes de goticulas primérias oriundas do ESI com a fina camada
de liquido, gerando um processo continuo que produz goticulas secundarias contendo 0s
analitos extraidos da amostra (MONGE et al., 2013). Estudos da energia interna corroboram
com a hipotese de que o Gltimo passo da liberacdo dos ions é idéntico ao processo que ocorre
na ionizacgéo do tipo ESI (NEFLIU et al., 2008).

Os parametros que influenciam o desempenho geral de uma andlise por DESI sdo 0s
angulos de incidéncia das goticulas primarias e o angulo da amostra, a distancia da entrada do
espectrometro de massas, a distancia entre o spray capilar e a amostra, dentre outros
(TAKATS, WISEMAN e COOKS, 2005). Uma fonte independente do angulo foi
desenvolvida por Venter e Cooks (2007). A resolucdo espacial alcancavel depende, dentre
outros parametros, do tipo de substrato e da composicao do solvente, atingindo, normalmente,
200 pum (TAKATS, WISEMAN e COOKS, 2005; GREEN et al.; 2010). Durante o
imageamento quimico a integridade espacial € mantida de modo que ndo ocorra a difusdo dos
analitos através da superficie Umida ou a redistribuicdo quimica apds o tecido ser submetido
ao ”spray” eletrolitico (WISEMAN et al.; 2008).
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Figura 2. Representacdo esquematica dos principios de operacdo no método de ionizacdo por
DESI. Um jato de goticulas primarias atinge a superficie da amostra causando a dessorcdo dos
analitos em goticulas secundarias (goticulas carregadas), que sdo sugadas para dentro do
espectrémetro de massas e analisadas.
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Fonte: WU et al. (2013), traducdo nossa.

A maioria dos focos recentes de estudo esta na analise de amostras bioldgicas tais
como plantas, tecidos animais, culturas bacterianas e fluidos bioldgicos, que sdo realizadas
através de experimentos de MS ou MSI. No entanto, existem muitas utilizacbes em analises
de rotina, como, por exemplo, para analises farmacéuticas de alto rendimento, analise de
alimentos e de fragrancias (MONGE et al., 2013).

Dentre essas areas temos a sua utilizacdo para a realizacdo de imageamento quimico
direto de metabdlitos em folhas e pétalas de Hypericum perforatum (LI, HANSEN e
JANFELT, 2013). Nesse estudo foi possivel localizar importantes metabdlitos, tais como
alguns acidos graxos de cadeia longa (VLCFAs - very long chain fatty acids), hypericin (m/z
503), hyperforin (m/z 535), rutin (m/z 609), dentre outros metabdlitos. Essa técnica de
ionizacdo também foi descrita para o estudo de drogas e metabolitos em tecidos animais (WU
et al., 2010; GREER; STURM e LI, 2011; VISMEH et al., 2012). Vismeh e colaboradores
(2012) descreveram a aplicacdo de DESI-MSI para a analise de secgdes coronais (6 pm) de
cerebro de rato que receberam a administracdo de 2,5 mg/kg de clozapina, um antipsicotico
atipico utilizado no tratamento de esquizofrenia, que é capaz de se ligar a varios tipos de
receptores do sistema nervoso central. A clozapina foi localizada e quantificada em seccdes
individuais do cérebro dos organismos tratados (45 minutos apds a administragcdo da droga).
A quantificacdo por DESI-MSI revelou 0,2-1,2 ng de clozapina em secc¢des individuais do
cerebro, que foram posteriormente confirmadas por extracdo e analise 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 céncer, 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 analise do perfil lipidico de 68 seccBes de cancer de prdstata e tecidos de prostata
normais; esse estudo identificou o sulfato de colesterol como um possivel marcador para o
cancer de préstata. Estudos mais recentes demostram a aplicacdo de DESI-MSI na elucidacao
do perfil lipidico e caracterizacdo molecular intra-operatoria de tumores cerebrais, podendo
ser aplicada a deteccdo molecular dos limites entre os tecidos normais e neoplasicos durante
procedimentos cirurgicos (EBERLIN et al, 2013). Nesse estudo foi elaborada uma
classificacdo para discriminar gliomas e meningiomas, baseados em 36 amostras de gliomas e
19 de meningiomas. O modelo de classificagdes proposto foi testado e validado através da sua
aplicacdo na andlise de 32 amostras cirurgicas obtidas de cinco sujeitos de pesquisa
submetidos a cirurgias cerebrais. Foram estudados diferentes tumores, tais como
oligodendroglioma, astrocitoma e meningioma de diferentes graus e concentrac@es celulares.
Os diagnosticos moleculares oriundos da MSI correspondem aos diagndsticos
histopatoldgicos com pouquissimas excecfes, demonstrando o elevado potencial da técnica

para guiar cirurgias cerebrais e fornecer um diagndstico rapido aos medicos.

2.4.1.2 Laser ablation electrospray ionization — LAESI

O método de ionizacdo LAESI desenvolvido por Nemes e Vertes (2007) é
caracterizado por produzir moléculas ionizadas sob condicdes atmosféricas normais
(ionizacdo ambiente) de amostras contendo agua. LAESI é um método de ionizagdo hibrido
baseado na dessorcdo a laser dos analitos, seguida pela ionizacdo dos mesmos através de
colisdes com goticulas carregadas (“spray”), produzidas por uma fonte de ioniza¢do do tipo
ESI (NEMES e VERTES, 2007). Nesse processo um feixe de laser (mid-infrared) de 2940 nm
incide sobre a amostra excitando ligacGes do tipo O-H em moléculas de agua, 0 que causa
uma mudanca de fase dos analitos e uma extracdo e ejecdo (dessorcao) de particulas neutras
(CHEN, BOGAERTS e VERTES, 2006; VERTES et al., 2008; CHEN e VERTES, 2008;
TRIM et al., 2012); desse modo, a agua age como uma matriz intrinseca (WU et al., 2010). Os
analitos desorvidos sofrem, entdo, uma interacdo com goticulas carregadas produzidas por
ESI, de modo que partes dessas moléculas sejam convertidas em ions gasosos — Figura 3
(NEMES, WOODS e VERTES, 2010; TRIM et al., 2012). O imageamento quimico por
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LAESI MS é realizado através da varredura da superficie do tecido com os feixes de laser,
que incidem sob &reas previamente selecionadas, enquanto os ions gerados sao analisados por
MS e os espectros de massa sao gerados (NEMES, WOODS e VERTES, 2010).

Figura 3. Diagrama esquematica com o0s principais essenciais da
instrumentacdo LAESI — C, capilar; SP, seringa; HV, suplemento de energia de
alta voltagem; L-N,, Laser (N,); M, espelhos; FL, lentes focalizadoras; CV,
cubeta; CCD, camera com microscopio de curta distancia; CE, contra eletrodo;
OSC, osciloscopio digital, SH, suporte de amostras; L-Er:YAG, laser Er:YAG;
MS, espectrémetro de massas; PC-1, computador.
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Fonte: WU et al. (2013).

A aplicacdo da técnica de ionizacdo LAESI em IMS foi introduzida por Vertes e
colaboradores em 2008 (NEMES et al., 2008). Nesse trabalho foram identificados metabdlitos
caracteristicos das regides verdes e amarelas de folhas de Aphelandra squarrosa, na qual pode
ser observada a distribuicdo diferencial de metabdlitos como, por exemplo, o
methoxykaempferol glucoronide (m/z 493) que foi identificado apenas nas regibes amarelas e
0 kaempferol (m/z 663) encontrado em ambas as regibes. Foram criadas imagens com
resolucdo lateral e em profundidade, com resolugc6es de 350 um e 50 pm, respectivamente. As
distribuicdes moleculares de alguns metabdlitos enddgenos demonstraram um contraste
quimico entre as regides (verdes e amarelas); também foram observadas mudancas
quantitativas conforme as analises atingiam regides da epiderme e mesofilo foliar. Desse
modo, Nemes e colaboradores (2008) demonstraram com a tecnologia LAESI MSI, um novo
caminho para 0 imageamento quimico por técnicas de ionizacdo ambiente e uma nova
plataforma para a analise em profundidade de metabdlitos em organismos vivos.

A criacdo de imagens 3D baseadas nas analises em profundidade foi explorada em um

estudo subsequente, no qual foram criadas imagens de metab6litos em folhas de
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Spathiphyllum lynise e Aphelandra squarrosa (Nemes, Barton e Vertes, 2009). Para a cria¢do
de 1imagens tridimensionais foi utilizado a combinacdo de imagens em diferentes
profundidades. Essas imagens mostraram padrfes especificos de acumulacdo de metabdlitos,
que se relacionam com as fungdes bioquimicas destas biomoléculas na fotossintese e defesa
da planta. Avancos na técnica LAESI MSI também possibilitaram sua aplicacdo no
imageamento molecular a nivel celular (single-cell imaging). Shrestha e colaboradores (2011)
realizaram com sucesso 0 imageamento quimico 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
possivel estender a aplicacdo da tecnica que inicialmente era utilizada para a analise de
tecidos vegetais e que agora € aplicada, também, para a analise de tecidos animais. Ap0s
superar desafios técnicos associados a desidratacdo potencial de alguns tecidos animais no
ambiente, Nemes e colaboradores (2010) demonstraram a viabilidade da aplicacdo da técnica
para a analise de lipideos e metabolitos em seccbes de cérebro de ratos (sem tratamento
quimico) a pressdo atmosférica (NEMES, WOODS e VERTES, 2010). Essa tecnologia
também foi utilizada para monitorar a distribuicdo de proteinas enddgenas em secgdes de
tecidos bioldgicos (TRIM et al., 2012), para a analise in vitro de metabdlitos no 6rgéo elétrico

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

2.4.2 Imageamento molecular por técnicas de ionizacédo sob vacuo

2.4.2.1 Espectrometria de massa de ions secundarios — SIMS

A analise guimica em nano escala de organismos vivos ou a analise de objetos
artificiais € uma tarefa analitica altamente desafiadora e relevante para a ciéncia e tecnologia
atuais (SENONER e UNGER, 2012). Impulsionado pelo desempenho do imageamento
quimico, em especial a resolucdo lateral de superficies, diversos métodos analiticos foram
melhorados durante as Ultimas 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 quimico (IFA et al. 2007;
VICKERMAN, 2011; SENONER e UNGER, 2012; EBERLIN et al., 2013), mas apenas a
espectrometria de massas de ions secundérios (SIMS) é capaz de resolver a composicdo
quimica em nivel de nano escala (SENONER e UNGER, 2012).
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A historia de SIMS desde o seu principio no inicio dos anos 60 foi recentemente
revisada por um de seus pioneiros, Werner (2003). Nessa revisdo fica claro que o
desenvolvimento da SIMS ocorreu inicialmente devido as necessidades da industria de
eletronica e de semicondutores, e que o primeiro instrumento comercial de imageamento, que
fornecia informacdes elementares (10 um de resolucdo lateral), estava disponivel no mercado
no final da década de 60 (WERNER, 2003). O imageamento por SIMS-MSI ¢, de fato, a mais
antiga tecnica de MSI (CASTAING e SLODZIAN, 1962; BENNINGHOVEN, 1970),
todavia, apenas nas ultimas décadas foi possivel criar imagens bi e tridimensionais
(PACHOLSKI e WINOGRAD, 1999; TOUBOUL et al., 2005; SIOVALL, JOHANSSON e
LAUSMAA, 2006; VAIDYANATHAN et al.,, 2008). Atualmente, essa técnica tem sido
aplicada a diversas areas, tais como na geologia, cosmoquimica, pesquisa de materiais,
biologia, ecologia, pesquisas medicas, dentre outras (SENONER e UNGER, 2012). A historia
mais detalhada do imageamento quimico através da SIMS foi apresentada em uma série de
revisbes (CHABALA et al.,, 1995; GUERQUIN-KERN et al., 2005; BOXER, KRAFT e
WEBER, 2009).

A técnica SIMS € baseada na utilizacdo de um feixe priméario de ions energéticos
(normalmente de 5 a 40 keV) gerados por uma fonte de ions (primaria), que incidem sobre a
superficie solida da amostra, induzindo uma cascata de colisdes abaixo da mesma - Figura 4 -
(BOXER, KRAFT e WEBER, 2009; TRIM et al., 2012; SENONER e UNGER, 2012). Nessa
cascata de colisdes a energia é dissipada a partir das particulas energéticas primarias para 0s
constituintes da amostra, quebrando as ligacbes e fazendo com que as particulas deixem a
superficie bombardeada (ions secundarios) devido a transferéncia de momento (momentum)
(Figura 5) — esse processo € conhecido com pulverizacdo catddica (SENONER e UNGER,
2012). A maioria das particulas secundarias é neutra, e apenas uma pequena parte dessas
particulas é ionizada (~ 1%) e detectada por espectrometros de massas (SENONER e
UNGER, 2012).
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Figura 4. Cascata de colisdes em uma amostra solida, coberta
por uma monocamada, iniciada pelo impacto de um ion
energético primario — vermelho.
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Fonte: SENONER e UNGER (2012).

Figura 5. Esquema simplificado com os componentes essenciais de um espectrémetro
de massas de ions secundarios (SIMS). Os componentes comuns para todos 0s
instrumentos SIMS sdo: a fonte de fons priméria, uma cdmara de amostra com uma
lente de extracdo de ions secundarios e um espectrémetro de massas.
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Fonte: SALEEM e GALLA (2010), traducdo nossa.

A espectrometria de massa de ions secundarios pode ser realizada basicamente de dois
modos, denominados SIMS dindmico e SIMS estatico. Para o SIMS dindmico, o termo

““dindmico’’ refere-se a erosdo substancial da superficie da amostra por um fluxo de alta
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densidade de ions priméarios, aplicado normalmente para a andlise de compostos em
profundidade e para o mapeamento desses compostos (SENONER e UNGER, 2012). No
SIMS estético os ions secundarios sdo originados exclusivamente de regibes ndo danificadas
sobre a superficie da amostra analisada (SENONER e UNGER, 2012). Para atingir esse
objetivo, a densidade de fluxo de ions primarios tem que ser menor do que o “limite estatico”
de 10%? fons primérios por cm?, e a producéo de fons secundarios devem ser bem menores
(SENONER e UNGER, 2012). Esse baixo fluxo de ions priméarios garante estatisticamente
que cada ion primario atinja uma regido “virgem” da amostra, que ainda ndo sofreu danos por
impactos anteriores (SENONER e UNGER, 2012).

Atualmente, existem duas abordagens fundamentalmente diferentes para a analise
SIMS de amostras biologicas baseadas no modelo do instrumento: ToF-SIMS e SIMS
dindmico utilizando espectrdmetro de massas de setor magnético (BOXER, KRAFT e
WEBER, 2009). Para o ToF-SIMS, os ions secundarios gerados sdo analisados pelos
analisadores de massa do tipo tempo-de-v6o, permitindo que um amplo espectro de massas
seja monitorado durante as analises. O objetivo da utilizacdo do ToF-SIMS € a dessorcao e
deteccdo de espécies moleculares (BOXER, KRAFT e WEBER, 2009). Por outro lado, o
SIMS dinamico utiliza feixes de ions primarios continuos e um conjunto pré-selecionado de
fons é detectado com um espectrometro de massas de setor magnético (BOXER, KRAFT e
WEBER, 2009).

De modo geral, as principais razdes que fizeram com que a técnica SIMS ndo tenha
sido amplamente adotada para o estudo de amostras bioldgicas sdo: a sensibilidade e
resolucdo espacial insuficientes, os desafios apresentados quanto a identificacdo molecular, e
os desafios da preservacdo de amostras bioldgicas submetidas a analises sob alto vacuo
(BOXER, KRAFT e WEBER, 2009). Todavia, atualmente devido aos avancos tecnoldgicos e
melhorias nos protocolos experimentais, as aplicacdes da técnica SIMS-MSI vém expandindo
enormemente. Apds 2006, quando Heeren e colaboradores publicaram um artigo intitulado
“Why don’t biologists use SIMS?”, foi possivel observar um aumento crescente no nimero de
artigos que descrevem a aplicacdo de SIMS-MSI para anélises bioldgicas (SENONER e
UNGER, 2012).

Dentre as recentes aplicacfes da técnica SIMS-MSI, temos a sua utilizacdo para o
estudo da distribuicdo quimica em membranas bioldgicas (COLLIVER et al., 1997;
PACHLOSKI et al., 1998; RODDY et al., 2002; ALTELAAR et al., 2006; TOUBOUL et al.,
2007). Embora a bicamada lipidica seja o elemento estrutural universal das membranas
bioldgicas, pouco se sabe sobre a organizagdo lateral dos lipideos e das proteinas associadas a



28

membrana (BOXER, KRAFT e WEBER, 2009). Acredita-se que os microdominios proteicos,
por exemplo, desempenham um papel central na organizacdo do sistema fluido, permitindo
que a membranas das células possam realizar processos celulares essenciais, incluindo o
recrutamento de proteinas e de transducéo 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 diminuicdo na
abundancia de fosfatidilcolina e um aumento de aminoethylphosphonolipid detectados em
sitios de fusdo (conjugacdo) na membrana plasmatica entre células de Tetrahymena.
Gunnarsonet e colaboradores (2010) também realizaram um trabalho importante ao aplicarem
a técnica ToF-SIMS no imageamento da bicamada lipidica. Nesse estudo foi possivel
identificar vesiculas lipidicas submicrométricas com separacfes menores do que 1 pum e com
uma resolucdo lateral de 60 nm. Se esses resultados puderem ser generalizados, isso
significaria uma oportunidade Unica de analisar a composicdo de regibes especificas das
membranas plasmaticas com resolu¢bes submicrométricas em outros processos celulares
importantes (BOXER, KRAFT e WEBER, 2009).

O imageamento quimico por espectrometria de ions secundarios € utilizada, também,
para a deteccdo e mapeamento de pequenas moléculas em amostras bioldgicas. Bich e
colaboradores (2013) utilizaram a técnica ToF-SIMS para mapear &cidos graxos, colesterol e
vitamina E nas regides do giro denteado e do cortex em de seccbes de cérebro de rato. Nesse
estudo foram realizados analises de reprodutibilidade do método aplicado, que atingiram um
coeficiente global de variacdo de 10 % através de experimentos realizados com cérebro de
quatro ratos diferentes. De acordo com os modelos matematicos adotados, os dados foram
considerados com boa reprodutibilidade.

A analise por SIMS-MSI tém sido utilizada em estudos de ecologia relacionados com
a contaminacdo ambiental. O transporte de plutdnio, uranio e nettnio tém sido analisados em
aguas subterraneas proximas a usinas de processamentos nucleares (NOVIKOV et al., 2006;
KALMYKOV et al., 2007; BOULYGA, 2011). Através da aplicacdo da técnica foi possivel
provar a absorcdo e localizacdo de radionuclideos (particulas de pluténio, uranio e netinio
adsorvidas em nanoparticulas 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 resolugdo por SIMS
também tem sido utilizado para pesquisas médicas, tal como no estudo da localizagdo de
ferro, ferritina e hemossiderina em cérebros patoldgicos de pacientes com doenca de
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Alzheimer (QUINTANA et al.,, 2006; QUINTANA et al., 2007), dentre outras inimeras
aplicacbes para amostras biologicas.

Com o desenvolvimento da técnica SIMS-MSI e de metodologias relacionadas, foi
possivel estender a aplicacdo da mesma, que era voltada para a analise de componentes
eletrdnicos e semicondutores, e agora, é aplicada também, para diversas analises bioldgicas.
Todavia, apesar dessa técnica possibilitar uma analise precisa de amostras bioldgicas, 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
quantificagdo por SIMS, que muitas vezes é dificultada em decorréncia da producdo de ions
secundarios dependerem especificamente de parametros como a pulverizacdo catodica e a
probabilidade de ionizacdo dos analitos, que sdo consequéncias diretas das caracteristicas
inerentes ao material em analise e dos ions primérios utilizados (SENONER e UNGER,
2012).

2.4.2.2 Dessorcao a laser assistida por matriz - MALDI

O imageamento quimico por espectrometria de massas utilizando a técnica de
dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI MSI) é uma das mais versateis abordagens
para a analise 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 ha mais de 50 anos, inicialmente utilizando a técnica SIMS-MSI (CASTAING e
SLODZIAN, 1962; LIEBL, 1967), a disseminacdo das aplicacdes bioldgicas e clinicas para
MSI se deram ap06s a introducdo da técnica de MALDI MSI por Caprioli e colaboradores em
1997 (CAPRIOLI, FARMER e GILE, 1997). Essa técnica — também chamada de MALDI
imaging — € caracterizada por permitir o estudo molecular de amostras bioldgicas complexas,
tais como seccBes de tecido e por possibilitar a analise tanto de moléculas de baixa massa
molecular como de alta massa molecular, tais como proteinas 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 utilizacdo de laser para dessorver e ionizar 0s
analitos misturados a solugdo de matriz, que auxilia extraindo os analitos e é fundamental nos
processos de dessorcéo e ionizagdo, como descrito anteriormente na se¢do de espectrometria
de massas (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). Resumidamente, o processo de ionizacdo é

influenciado pelas propriedades quimicas dos analitos, da matriz e pela absorcdo da energia
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do laser; os analitos sdo desorvidos e ionizados para a fase gasosa (NORRIS e CAPRIOLI,
2013). Para o imageamento quimico por MALDI, a matriz é aplicada na amostra bioldgica
que foi colocada sobre a superficie plana de uma placa. Os dados de espectrometria de massa
sdo adquiridos pela analise direta do tecido, realizada através da varredura da amostra por um
feixe de laser, utilizando um padrdo de linhas (resolucdo) com um namero predefinido de
disparos de laser por coordenada. O processo completo de funcionamento do MALDI e seu
mecanismo de ionizagao foram descrito em detalhes em varias revisdes (KARAS e KRUGER,
2003; JASKOLLA e KARAS, 2011).

O imageamento quimico por MALDI oferece inimeras vantagens em relagdo as
demais técnicas de imageamento desenvolvidas até o momento, o que a torna ideal para a
analise de amostras bioldgicas. Primeiro, MALDI € caracterizada como uma técnica de
ionizagdo suave, 0 que permite a analise de uma ampla variedade de massas moleculares
(NORRIS e CAPRIOLI, 2013). Segundo, os espectros de massa MALDI sdo compostos
predominantemente de relacbes m/z de moléculas monoprotonadas, o que simplifica a analise
de misturas complexas de proteinas (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). Terceiro, a dessor¢édo e
ionizacdo sdo realizadas utilizando-se um laser, o que permite a realizacdo de anélises
direcionadas a regifes distintas e muito especificas da amostra ao direcionar o feixe de laser
direto para essas regidoes — abordagem denominada de imageamento quimico direcionado por
histologia (CORNETT et al., 2006). Por ultimo, a capacidade dos instrumentos modernos de
analise de massas tem aumentado muito nos ultimos anos, devido a utilizagdo de uma
variedade de analisadores de massas com maior resolu¢cdo de massa, velocidade e
sensibilidade (JONES et al., 2013; NORRIS e CAPRIOLI, 2013).

Experimentos de imageamento quimico 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 sdo obtidos apenas de pequenas areas de
interesse do tecido que sdo analisadas individualmente através da selecdo dessas areas por
microscopia ou por outras modalidades de imagem (SCHWAMBORN e CAPRIOLI, 2010b;
NORRIS e CAPRIOLI, 2013) — abordagem denominada de imageamento quimico
direcionado por histologia (CORNETT et al., 2006). Embora essa abordagem nédo produza
mapas moleculares de todo o tecido, ela produz dados moleculares de regibes especificas, 0
que reduz muito o tempo de aquisi¢do e o tamanho dos dados gerados. O modo profiling é
utilizado normalmente para analises de tecidos heterogéneos no qual apenas uma determinada
regido ou grupos de células especificas (como por exemplo, células cancerosas e células
normais) séo de interesse primordial (SCHWAMBORN e CAPRIOLI, 2010b).
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Na abordagem imaging, por outro lado, é medida a distribuicdo total dos analitos
através de todo o tecido seccionado. Nesse modo pode ser gerados mapas de distribuicdo de
valores de m/z de interesse, cujas distribuicdes sdo correlacionadas com caracteristicas
histolégicas 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 ion pode ser
plotada utilizando-se uma escala de cores. Nessa abordagem, o conjunto resultante das
imagens dos ions pode ser utilizado para retratar com precisdo a distribuicdo espacial das
moléculas que compdem a amostra (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). A Figura 6 mostra as
imagens selecionadas a partir de um Unico experimento de MALDI MSI em uma secgéo de
cérebro de rato; a elaboracdo de mais de 100 imagens moleculares demonstra a elevada

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

Figura 6. Conjunto de imagens oriundas de MALDI MSI. As imagens representadas abaixo sdo oriundas
de uma Unica varredura de seccdo de cérebro de rato. Cada imagem é a representacdo de um dnico valor
de m/z, que tem uma distribuicdo 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).
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Fonte: NORRIS e CAPRIOLI (2013).

2.4.2.2.1 Preparacao de amostra
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Em um experimento de MALDI MSI um dos passos mais importantes é a preparacao
de amostra, uma vez que esse processo interfere diretamente na boa qualidade dos espectros
de massa e na reprodutibilidade (SEELEY e CAPRIOLI, 2008); a otimizacado desse processo
implica diretamente no aumento da sensibilidade e na resolugcdo espacial para analitos
especificos de interesse (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). Os passos mais comuns da
praparacdo de amostra para experimentos de MSI sdo: a manipulacdo da amostra (aquisigéo,
armazenamento, seccao e montagem da lamina), coloragéo (selecdo da técnica histoquimica),
tratamento do tecido (processo de lavagem da lamina e digestdo do tecido) e a aplicacdo de
matriz (NORRIS e CAPRIOLI, 2013).

Experimentos de imageamento quimico por MALDI comegam com a coleta da
amostra. De modo diferente da maioria das tecnologia analiticas que levam em consideracéo a
preservacdo molecular ou a integridade histologica da amostra, na técnica MALDI MSI
ambas as propriedades sdo importantes (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). Quanto a preservacao
da amostra, o tempo € um fator extremamente importante, portanto € necessario minimizar o
méaximo possivel o tempo entre a coleta da amostra e a preservacdo correta da mesma. Falhas
na preservacdo expde a amostra a mudancas na morfologia celular devido a degradacéo
enzimatica dos analitos, podendo comprometer a analise do tecido (FRANZEN et al., 2003;
FERRER et al., 2007; SKOLD et al., 2007; CRECELIUS et al., 2008).

O primeiro processo para a prezervacdo da amostra € o congelamento da mesma,
expondo o tecido a uma substancia criogénica, tal como nitrogénio liquido, pentano liquido
ou gelo seco. Nas condi¢des de congelamentos a temperaturas abaixo de —80°C grande parte
das amostras biolégicas podem ser armazenadas por um ano, sem que ocorra diminuicao na
qualidade dos dados de MALDI MSI (SCHWARTZ, REYZER e CAPRIOLI, 2003;
LEMAIRE et al., 2006); todavia, as amostras biologicas variam muito, e o teste para
assegurar que as condi¢bes de armazenamento estabilizem adequadamente a amostra é
recomendado (NORRIS e CAPRIOLLI, 2013).

O préximo passo na preparacdo da amostra € a secc¢do dos tecidos obtidos. O processo
de seccédo dos tecidos é muito simples, todavia existem algumas peculiaridades para a analise
de MALDI MSI, em especial quanto a temperatura e a espessura do corte que Sdo
fundamentais para a producdo de secgdes de alta qualidade para o imageamento quimico. As
seccoes dos tecidos sdo realizadas normalmente entre 3 a 20 pum, dependendo da amostra, o
que garante que a maioria das células sejam rompidas pela lamina do criostato expondo o
contetdo celular para ser extraido e analisado (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). Assim como a

espessura, a temperatura para a sec¢do dos tecidos também varia significativamente de acordo
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com o tecido a ser analisado; tecidos com o figado e linfonodo sdo seccionados normalmente
a —14°C, ja seccOes em tecido adiposo sdo realizadas a —30°C ou menos (NORRIS e
CAPRIOLI, 2013).

As seccdes de tecidos podem ser montadas por descongelamento em superficies
solidas, que sdo arrefecidas até a mesma temperatura de sec¢do do tecidos, e posteriormente,
aquecidas lentamente pelo lado de baixo ainda dentro do criostato. Esse processo auxilia para
que haja alteracbes minimas no tecido e uma boa qualidade dos espectros; a omissao desse
processo fara com que condense agua na placa assim que ela for removida do criostato,
prejudicando a qualidade das analises e a integridade do tecido. E importante ressaltar que a
maioria dos espectrometros de massa do tipo MALDI-ToF requerem que a lamina utilizada
para o suporte do tecido (normalmente metalica) seja condutura elétrica, para que possa ser
aplicado o potencial elétrico necessario para acelerar os ions para o analisador de massas
(NORRIS e CAPRIOLI, 2013).

ApOs 0s passos iniciais de manipulacdo da amostra, pode-se empregar um passo
opcional no processo de MALDI MSI: a coloracdo histoldgica. Esse abordagem auxiliar na
correlacdo da localizacdo dos analitos encontrados apos a aquisicdo dos dados de MALDI
MSI contra os dados de morfologia do tecido, para que possa ser realizado correspondéncia
entre os resultados moleculares e a morfologia do tecido (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). O
método mais comum utilizado para a localizacdo das regides de interesse é a realizacdo de
secces seriais, seguido pela correspondéncia entre as secgbes utilizando-se pontos de
referéncia que se encontram tanto no tecido que foi realizado a coloracdo histoldgica quanto
no tecido que serd submetido a analise por MS (CORNETT et al., 2006). Uma vez que a
seccao submetida a coloracdo histoldgica é analisada por técnicas de microscopia, esses dados
sdo correlacionados com a sec¢do ndo corada a fim de transferir as coordenadas obtidas para
auxiliar no processo de aplicacdo de matriz e analise do tecido (CORNETT et al., 2006).
Apesar de ser opcional, a realizacdo de coloragdo histoldgica € quase sempre necessaria para
que se possa marcar com confianca as regides do tecido que s&o de interesse.

Apo6s a montagem das laminas o material a ser analisado pode ser submetido a pouco
ou nenhum pré-tratamento de amostra antes da aplicacdo de matriz, com a finalidade de
favorecer a analise dos analitos de interesse (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). Ganhos
significativos em sensibilidade e reprodutibilidade podem ser obtidos através da adaptacéo do
protocolo de pré-tratamento da amostra aos analitos de interesse. Os passos mais comuns de
pré-tratamento sdo a lavagem das ldminas para a remocéo de sais, lipideos e contaminantes, e

a digestéo in situ.
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Tecidos biolégicos séo caracterizados por conter um grande nimero e uma enorme
variedade de espécies quimica, variando em concentracdo em diferentes ordens de grandeza.
Essa caracteristica faz com que as espécies quimicas mais abundantes no tecido possam
causar problemas para a medicdo de alta sensibilidade de analitos menos abundantes, como,
por exemplo, sais e lipideos que podem afetar negativamente a andlise de proteinas e
peptideos (CASTAING e SLODZIAN, 1962; BORNSEN, 2000; GOODWIN,
PENNINGTON e PITT, 2008). Dentre os aspectos que afetam negativamente a analise temos
a cristalizacdo ndo homogénea, a supressao de ions de interesse e aformacdo de aductos na
fase gasosa (NORRIS e CAPRIOLI, 2013); tais problemas podem ser superados com a
aplicagéo de protocolos otimizados de lavagem dos tecidos.

Em uma preparacao ideal, o procedimento de lavagem deve remover todos as espécies
quimicas do tecido que sejam indesejadas sem afetar as moléculas de interesse. O
procedimento mais comum utilizado para a andlise MALDI MSI de proteinas é o processo
fixacdo e desidratacdo em altas concentracGes 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
padrdo uma lavagem com etanol 70%, seguido por uma lavagem com etanol 90% e uma
ltima de etanol 95%, durante 30 segundos em cada solucdo; esse protocolo gera a menor
deslocalizacdo das proteinas e melhora significativamente a relacdo sinal/ruido dos espectros
de massa para as amostras testadas (SCHWARTZ, REYZER e CAPRIOLLI, 2003).

Procedimentos de lavagens das laminas também sdo utilizados para a analise de
moléculas de baixa massa molecular, tais como peptideos (GROSECLOSE et al., 2007;
ANDERSSON et al., 2008; HANRIEDER et al., 2011; LJUNGDAHL et al., 2011) e lipideos
(WANG, LIU e WU 2011; ANGEL et al., 2012; WANG et al., 2012). Tem sido demonstrado,
por exemplo, que lavagens em diferentes concentracfes de etanol sdo Uteis para a remocao de
lipideos, enquanto preserva a organizacdo espacial de neuropeptideos relacionados com a
doenca de Parkinson (ANDERSSON et al., 2008; HANRIEDER et al., 2011; LIUNGDAHL
et al., 2011).

Um outro passo comum do pré-tratamento de amostra é a digestdo in situ, no qual é
realizada a digestdo das proteinas presentes na superficie do tecido. Esse procedimento pode,
em muitos casos, melhorar a analise das proteinas através da andlise dos peptideos oriundos
da digestédo. Essa abordagem envolve normalmente a aplicacdo da solucdo de tripsina no
tecido, utilizando-se impressoras quimicas ou equipamentos de sprays, seguido pela
incubacdo do tecido em um ambiente Umido a elevada temperatura (37-50°C) por tempo
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suficiente para a reacdo de digestdo ocorrer — aproximadamente 2 horas (GROSECLOSE et
al., 2007; GUSTAFSSON et al., 2010; CASADONTE e CAPRIOLI, 2011). Uma vez que a
digestdo in situ foi realizada, é aplicada matriz sobre o tecido para facilitar a analise dos
fragmentos peptidicos produzidos.

O passo que procede a montagem das laminas ou o pré-tratamento de amostra, caso
este seja necessario, é a aplicacdo de matriz, que auxilia no processo de dessor¢do e ionizacdo
dos analitos (KARAS e KRUGER, 2003; JASKOLLA e KARAS, 2011). A escolha da matriz
desempenha um papel crucial para o sucesso da analise de um analito especifico (NORRIS e
CAPRIOLI, 2013; GUSTAFSSON et al., 2011). As matrizes tém sido desenvolvidas para
uma variedade de classe de moléculas, e cada uma tem pontos positivos e negativos tanto para
a preparacdo 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 acido sinapinico
(3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico) (BEAVIS E CHAIT, 1989) utilizado para analise de
proteinas; o DHB (&cido 2,5-diidroxibenzdico) (STRUPAT, KARAS e HILLENKAMP,
1991) e o CHCA (acido a-ciano-4-hidroxibenzéico) (BEAVIS, CHAUDHARY e CHAIT,
1992) utilizados para analise de proteinas, peptideos, lipideos e drogas. Temos, tambem,
outras matrizes menos utilizadas, tais como o 3-HPA (acido 3-hidroxipicolinico) utilizados
para analise de peptideos e oligonucleotideos (THOLEY e HEINZLE, 2006; TANG,
ALLMAN e CHEN, 1993; PAN et al., 2007); o THAP (4,6-trihidroxiacetofenona) utilizada
para analise de lipideos, oligonucleotideos 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 analise de
lipideos.

O sistema de solvente na aplicacdo de matriz desempenha um papel muito importante
na preparacdo da amostra para analise. Em uma analise de MALDI MS convencional, 0s
analitos sdo preparados através da mistura da solucdo de analito com a matriz e,
posteriormente, é realizado a secagem da mistura para o estado cristalino, antes da irradiacdo
do laser (BEAVIS e CHAIT, 1996; COHEN e CHAIT, 1996); todavia, esse método ndo €
aplicado facilmente a analise de tecidos (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). Normalmente, no
imageamento quimico por MALDI a sec¢do do tecido contendo os analitos € montada na
placa do MALDI antes da aplicagdo da matriz (NORRIS e CAPRIOLI, 2013), embora
existam metodologias inovadoras na qual a aplicacdo de matriz é realizada antes da montagem

das laminas (YANG e CAPRIOLI, 2013). Nas condigdes convencionais, para que ocorra a
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cocristalizacdo entre os analitos e a matriz é necessario que a solubilidade dos analitos e os
solventes utilizados sejam compativeis, promovendo a mistura e cristalizacdo de ambos.

Dentre os solventes mais comuns utilizando em MALDI MSI temos o etanol, metanol,
acetonitrila e 4gua, normalmente na presenca de acidos (tais como o acido trifluoracético). A
escolha do solvente para a aplicagdo da matriz causa diferengas significativas nas
propriedades de cristalizacdo no tecido (COHEN e CHAIT, 1996; BORNSEN, 2000); de
modo geral, alguns dos fatores que influenciam na formacéo dos cristais é a concentracao de
lipideos e sais, e a presenca de alguns aditivos a solugdo de matriz, como o acido acético ou o
acido trifluoracético (NORRIS e CAPRIOLI, 2013). A aplicacdo de matriz deve produzir uma
camada uniforme de cristais de matriz, de modo que haja densidade de cristais suficientes no
tecido para permitir a analise da superficie sem que ocorra auséncia de sinais em algumas
regides.

De modo similar a escolha da matriz ou dos solventes a serem utilizados, 0 método de
deposicdo de matriz também é determinante em um experimento de MALDI MSI
(GUSTAFSSON et al., 2011). Dentre os métodos de aplicagdo de matriz temos a utilizacéo do
spray manual, que é o sistema mais barato e mais facil de ser aplicado nos laboratérios
(GUSTAFSSON et al., 2011; NORRIS e CAPRIOLLI, 2013). O dispositivo mais utilizado para
a pulverizacdo manual é um pulverizador de vidro. A matriz € mantida em um reservatorio, e
o0 tecido é levemente pulverizado, ficando minimamente umedecido em cada pulverizacéo.
Ap0s a secagem da matriz na superficie o processo é repetido de 10 a 20 vezes, até que haja
matriz suficiente para a andlise dos analitos. Dentre as desvantagens dessa técnica podemos
ressaltar a subjetividade do processo, uma vez que a preparacdo da amostra € manual,
dificultando a padronizacao da preparacao atraves de varias amostras e laboratorios (NORRIS
e CAPRIOLI, 2013). Nesse processo, 0 excesso do umedecimento do tecido, ou alteragfes nas
condicdes de secagem da matriz entre os passos, tais como mudanc¢as na umidade atmosférica
e temperatura, podem levar a deslocalizacdo dos analitos e diminuicdo na qualidade das
imagens (SCHWARTZ, REYZER e CAPRIOLI, 2003).

Um outro método de deposicdo de matriz é a pulverizagdo por dispositivos
robotizados. Esse processo faz com que a matriz seja aplicada sobre o tecido de modo
automatico e controlado. Dentre os intrumentos presentes no mercado mais comumente
utilizados para pulverizacdo robotizada temos o ImagePrep (Bruker Daltonics)
(SCHUERENBERG et al., 2007a; SCHUERENBERG et al., 2007b; RAUSER et al, 2010) e 0
TM Sprayer (HTX Technologies) (NYE, NORRIES e NICKERSON, 2006). O principio
béasico de funcionamento desses intrumentos é o mesmo, baseado na aplicacdo de um spray de
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matriz na forma de aerosol ou de uma névoa muito fina que se deposita sobre a superficie do
tecido. A camada de matriz que se forma é submetida ao processo de secagem, € NOVOS passos
de pulverizacdo sdo realizados até que haja matriz suficiente para um analise bem sucessida.
Esses equipamentos, apesar de serem caros e dependerem da experiéncia dos usuario, supera
algumas desvantagens do sistema manual, uma vez que as condi¢cdes de nebulizacdo podem
ser sistematicamente ajustados afim de otimizar o processo (NORRIS e CAPRIOLI, 2013).
Apos a otimizacdo do processo para um determinado tecido, essas condi¢cdes podem ser
aplicadas para outras amostras e uma boa reprodutibilidade pode ser obtida (NORRIS e
CAPRIOLI, 2013).

Hankin e colaboradores (2007) descreveram um metodo alternativo para a aplicacao
de matriz utilizando a sublimacdo, empregado para a analise de lipideos. Utilizando a
sublimacéo € possivel criar uma cobertura uniforme de matriz sobre a amostra. Essa técnica
permite a obtencdo dos menores cristais dentre as técnicas de deposicdo de matriz, sendo ideal
para a criacdo de imagens com alta resolucdo espacial. Todavia, esse processo leva a uma
incorporacdo deficitaria de moléculas grandes tais como proteinas, 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 o0 imageamento de moléculas pequenas
tais como lipideos e metabdlitos (HANKIN, BARKLEY e MURPHY 2007; DEKKER et al.,
2009; GUSTAFSSON et al., 2011).

Processos ainda mais sofisticados de deposicdo de matriz sdo conseguido através da
espotagem automatica de matriz utilizando-se impressoras quimicas. Esses equipamentos
permitem o controle do espacamento entre as gotas, definindo melhor resolucdo da imagem.
Na literatura podem ser encontrados diversos equipamentos que sdo adaptados para a
aplicacdo de matriz, como impressoras comuns de jato de tinta (BALUYA, GARRETT e
YOST, 2007), todavia existem equipamentos disponiveis no mercado que sdo dedicados a
esse propdsito, 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 regido
especifica de deposicdo de matriz, bem como a quantidade de solugdo a ser depositada.

A impressora quimica ChIP-1000 foi adaptada para a utilizagdo 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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reservatdrio para soluces que localiza-se no topo do dispensador; goticulas que variam de
100 a 200 pL em volume séo dispensadas através da utilizacdo de forca (pressdo) que geram
um fluxo de corrente através do material piezoelétrico. Esse sistema garante que 0s
experimentos de imageamento quimico in situ sejam realizados de modo automatizado e com
elevada reprodutibilidade. A principal desvantagem desse sistema é que o orificio de saida de
solvente que se encontra na ponta do piezo pode entupir com cristais de matriz, em especial
quando solucBes concentradas de matriz sdo utilizadas, o que faz com que seja necessario a
limpeza frequente e completa do sistema.

Apos essas etapas de preparacdo de amostra € realizado a aquisi¢do dos dados atraves
de espectrometros de massas e analise dos dados gerados por meio do uso de ferramentas de

bioinformatica.

2.4.2.2.2 Aplicacdes

Por décadas, a coloracdo histolégica e a imunoistoquimica (IHC) foram as principais
ferramentas para visualizar e entender a morfologia e estrutura dos tecidos bioldgicos. Através
da IHC, por exemplo, a distribuicdo espacial de proteinas especificas in situ pode ser obtida.
Todavia, é necessaria a utilizacao de anticorpos especificos para cada proteina, e uma analise
multicomplexa é extremamente dificultada, de modo que raramente sdo visualizadas mais de
duas proteinas simultaneamente. Com o advento da tecnologia de imageamento quimico por
MALDI foi possivel produzir imagens que representam visualmente a distribuicdo quimica in
situ de diferentes moléculas, tais como lipideos, proteinas, peptideos, drogas, metabdlitos,
dentre outras, em uma ampla gama de tecidos. Desde a introducdo dessa tecnologia ha mais
de uma década as aplicacBes da técnica para o estudo biolégico e clinico tém 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 proteinas e
peptideos em glandula pituitaria e pancreas de rato. Apds a introducdo da técnica, muitos
estudos vém sendo realizados para a analise de proteinas e peptideos nas mais diversas
estruturas e tipos de organismos. Chaurand e colaboradores (2003), por exemplo, utilizaram a
técnica para identificar proteinas em regides especificas do epididimo de rato que possam
estar envolvidas com a maturacdo dos espermatozoides; nesse estudo mais de 400 proteinas
foram monitoradas, das quais mais de 50 foram identificadas.
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Dentre as aplicacbes da técnica podemos citar, também, a utilizacdo do imageamento
molecular para o estudo da fisiologia molecular do olho, que tem trazido grandes
contribuicdes para o melhor entendimento do érgdo. Han e Schey (2006) estudaram o
proteoma do olho utilizando a técnica MALDI MSI. Foi possivel identificar uma variedade de
modifica¢bes pds-traducionais nas proteinas do cristalino que ocorrem ao longo dos anos;
com a idade, proteinas modificadas podem acumular-se no olho e ser correlacionadas com
diversas condicdes clinicas, tais como a formacéo de catarata (HAN e SCHEY, 2006; GREY
e SCHEY, 2009).

Atualmente, um dos principais focos do imageamento de proteinas atraves da técnica
de MALDI MSI tem sido para estudos oncoldgicos. Nesse contexto, basicamente trés
diferentes tipos de estudo podem ser distinguidos: estudo diagndstico comparando diferentes
tipos de tecido (como, por exemplo, tecido tumoral e tecido sadio) visando auxiliar no
diagnostico patologico; estudos progndsticos; 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 tém 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), mamario (RAUSER et al., 2010; BAUER et al.,, 2010), gastricos (ZAIMA,
MATSUYAMA e SETOU 2010), pancreatico (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 estdo, em sua maioria, focados na identificacdo de assinaturas
moleculares das doencas ou do grau dos tumores.

Estudos realizados utilizando o imageamento por MALDI MS tem revelado a
diferenca de expressao de proteinas entre o tecido tumoral e o tecido normal imediatamente
adjacente (HERRING, OPPENHEIMER e CAPRIOLI, 2006; CALDWELL et al., 2006).
Nesses estudos, a avaliacdo das amostras de carcinoma de células renais (ccrCC — Clear cell
renal cell carcinoma), contendo o tumor e tecido adjacente normal na mesma secgéo,
revelaram alteracbes moleculares no tecido normal (adjacente ao tumor) semelhantes as
alteracbes encontradas no préprio tumor (OPPENHEIMER et al., 2010). Como exemplo,
proteinas 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 estatisticos que
demonstram a alta reincidéncia de ccrCC em pacientes operados, sugerem que 0s métodos

histolégicos convencionais utilizados para determinar as margens do tumor estdo
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ultrapassados. Tem sido sugerido, também, que existe uma populacdo de células no
microambiente do tumor que estdo submetidas a transformacdo maligna em algum nivel, mas
que ainda ndo sofreram modificacdo histologica total. De modo geral, esses estudos
demonstram a aplicacdo da técnica no estudo diagnostico entre tecidos tumorais e sadios,
visando auxiliar na avaliacdo molecular das margens cirargicas do tumor.

Uma das abordagens recentes na pesquisa de cancer é a determinacdo do nivel 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 0 College of American Pathologists (CAP) recomendam que o nivel da proteina HER2
sejam determinados para todos os tipos de cancer de mama invasivos (WOLF et al., 2007). A
expressdo da proteina HER2 caracteriza uma populacdo de pacientes que apresentam alta
probabilidade de responder ao tratamento com trastuzumab (Herceptin®). Os dois testes para
medir os niveis da proteina HER2, IHC e hibridacdo fluorescente in situ (FISH), séo
eficientes, todavia, esses métodos sofrem uma interpretacéo subjetiva, séo caros e demorados
de serem realizados. Utilizando a tecnologia de imageamento molecular por MALDI, os
pesquisadores conseguiram caracterizar os niveis da proteina HER2 em tumores mamarios e
gastricos diretamente de sec¢des do tecido. Através dessa abordagem foi possivel, também,
construir um modelo para a classificacdo de tumores de mama baseado no nivel de HER2
(RAUSER et al., 2010). Esse modelo, baseado na utilizacdo dos espectros de massa oriundos
do imageamento quimico, classificou os tumores estudados com 83% de sensibilidade e 92%
de especificidade. Esses estudos demonstram a aplicacdo da técnica no estudo de resposta a
drogas, no estudo da progressdo e classificacdo de tumores.

Desde o desenvolvimento da técnica MALDI MS, esta vem sendo amplamente
utilizada para a analise de proteinas e de compostos com alto peso molecular devido a
interferéncia dos sinais da matriz na regido de baixa massa. Recentemente, um grande niamero
de compostos quimicos utilizados como matrizes vém sendo desenvolvidos com a finalidade
de ionizar pequenas moléculas, superando antigas limitacGes da técnica MALDI MS. Nesse
contexto, diversos trabalhos utilizando novas matrizes e estratégias diferentes vém sendo
descritos. Shanta e colaboradores (2012), por exemplo, desenvolveram um método analitico
que permite a analise de drogas e metabolitos em figado, rim e cérebro de ratos tratados com
donepezil; foi possivel criar imagens para alguns amino&cidos (alanina, treonina, metionina, e
triptofano) e algumas drogas, incluindo gefitinib e donepezil. Através do imageamento
molecular foi possivel observar a presenca da droga donepezil, utilizada no tratamento da
doenca de Alzheimer, intacta na regido cortical do cérebro, apds 60 minutos da administracdo
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oral. Esses resultados comprovaram que esse medicamento pode efetivamente atingir seu
local alvo, e estar ativo 60 minutos ap6s a administracao.

Utilizando uma abordagem semelhante, Ye e colaboradores (2013) utilizaram a
técnica MALDI MSI para estudar a distribuicdo de metabdlitos em raizes e nddulos
radiculares durante a fixacdo de nitrogénio na simbiose Medicago truncatula—Snorhizobium
melilotisymbiosis. A fixacdo biologica eficiente de nitrogénio depende dos metabélitos
produzidos e trocados entre ambos os organismos (YE et al., 2013a). Através da técnica foi
possivel observar a distribuicdo de uma grande variedade de acidos organicos, aminoacidos,
acucares, lipideos, flavonoides, dentre outras moléculas. Com esse estudo foi possivel
observar diferengas na distribuicdo de metabolitos entre as raizes e os nodulos, e, também,
entre nodulos que realizavam e que ndo realizavam a fixacdo de nitrogénio produzida pela
interacdo entre a planta e bactérias mutantes. De modo geral, esses estudos demonstram os
beneficios da utilizacdo da técnica na obtencao de informag6es valiosas sobre a identidade e

distribuicdo espacial de uma ampla gama de moléculas em diferentes organismos.

2.4.2.2.3 MALDI imaging na neurociéncia

O sistema nervoso € caracterizado por manter a sua funcionalidade atraves de
inimeras substancias quimicas que orquestram os processos neurobioldgicos. Tanto processos
biologicos complexos quanto processos patoldégicos no sistema nervoso envolvem a
translocacdo de um grande nimero de compostos quimicos. O monitoramento da dinamica
espaco-temporal dos processos bioquimicos em curso &, portanto, essencial para aprofundar a
nossa compreensdo de mecanismos bioldgicos complexos. Nesse contexto, a técnica MALDI
MSI, que permite a analise quimica de tecidos com uma alta especificidade e alta resolucao
espacial, emerge como uma tecnologia analitica de grande potencial para a investigacdo de
processos moleculares no campo da neurociéncia.

Atualmente, a técnica de MSI vem sendo aplicada para o estudo de diferentes
substancias quimicas, visando investigar os mais diversos mecanismos neurobioldgicos
existentes. Sugiura e colaboradores (2011), por exemplo, utilizaram a técnica de MALDI
MSI no estudo de metabdlitos para investigar o metabolismo energético na regido do
hipocampo em cérebro de rato. Foram analisados os padrbes de distribuicdo do ATP
(trifosfato de adenosina), ADP (difosfato de adenosina) e AMP (monofosfato de adenosina)
em neur6nios do hipocampo, assim como as mudangas na concentracao relativa e distribuicdo

dessas moléculas em ratos com convulsdo induzida por Kainate (potente estimulador do



42

sistema nervoso central). Os resultados demonstram uma reducdo consideravel dos niveis de
ATP e ADP (especialmente em células da camada CA3), e uma diminui¢do na recuperacao da
energia apos as convulsdes, sugerindo um metabolismo especifico das células CA3. Nesse
estudo, a abordagem MALDI MSI revelou com sucesso a relacdo espago-temporal do
metabolismo energético no hipocampo de ratos com uma resolugdo celular, quantitativa e
qualitativamente.

A técnica MSI também foi utilizada no estudo lipideos. A importancia dos lipideos em
mecanismos neurofisiologicos, tais como a sinalizacéo de lipideos biogénicos ou a modulagédo
da curvatura da membrana em processos de comunicacdo celular, estdo bem estabelecidos
(INOUE et al., 2004; HANRIEDER et al., 2013). Nesse contexto, 0 imageamento molecular
vem sendo utilizando para o monitoramento da producéo localizada de lipideo biogénico,
lisofosfatidilcolina, em ratos submetidos a lesdo (ocluséo arterial) para a indugdo da isquemia
cerebral (KOIZUMI et al.,, 2010). Outros estudos utilizando a técnica MSI vém sendo
aplicados para a investigacdo da regulacdo anormal de fosfolipideos no cortex pré-frontal de
pacientes com esquizofrenia (MATSUMOTO et al., 2011), no estudo de edema cerebral
(KOIZUMI et al., 2012), assim como no estudo de doencas neurodegenerativas, tais como a
distrofia neuroaxonal infantil — doenca de Seitelberger (BECK et al., 2011).

Na neurociéncia, o descobrimento, quantificacdo e mapeamento in Situ de
neuropeptideos sdo 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
enddcrinos no sistema nervoso, responsaveis por diversos processos fisioldgicos essenciais
(JIA et al, 2012; YE et al, 2013b). O mapeamento da distribuicdo espacial dessas
biomoléculas por MALDI MSI tém 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 neuropeptideos s6 foram possibilitados através do
desenvolvimento de metodologias para analise 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 0 mapeamento de neuropeptideos em
tecidos neuronais do crustaceo Cancer borealis (DEKEYSER et al., 2007). Nesse estudo
foram investigados isoformas peptidicas pertencentes a 10 diferentes familias de

neuropeptideos, o que permitiu elucidar a relacdo entre multiplas isoformas de neuropeptideos
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da mesma familia, e a distribuicdo das diferentes familias de neuropeptideos no sistema
nervoso do crustaceo C. borealis. Em estudo subsequente, foi realizado o imageamento
quimico tridimensional para lipideos e neuropeptideos no mesmo modelo animal (CHEN et
al., 2009b). Recentemente, a técnica de MALDI MSI foi utilizada para identificar uma nova
taquicinina no crustaceo Callinectes sapidus (HUI et al., 2011).

Andersson e colaboradores, por exemplo, tém explorado a técnica MALDI MSI para
localizar e quantificar relativamente o peptideo prodinorfina em ratos com discinesia induzida
por L-DOPA (LID — L-DOPA-induced dyskinesia), em modelo experimental da doenca de
Parkinson (HANRIEDER et al., 2011; LJUNGDAHL et al., 2011). Devido a falta de
anticorpos especificos para o estudo dos peptideos oriundos da prodinorfina, os resultados
obtidos por esses estudos realcam ainda mais a importancia do imageamento molecular no
estudo da dindmica molecular em doencas neurobiologicas (LUNDBLAD et al.,, 2004,
HANRIEDER et al., 2011; LJUNGDAHL et al., 2011; HANRIEDER, LIJUNGDAHL e
ANDERSSON, 2012).

Outro estudo recente utilizou o imageamento quimico por MALDI na investigacdo da
distribuicdo de varias familias de neuropeptideos, tais como as taquicininas, alatostatinas,
periviscerokinin, piroguinina, FLRFamida e neuropeptideos F na regido do complexo central
do sistema nervoso do inseto Schistocerca gregaria (HERBERT et al., 2010). Os resultados
sugerem que a expressao e distribuicdo das diferentes familias de neuropeptideos estavam
presentes de modo Unico no complexo central, e que diferentes niveis de expressdo sdo
encontrados nos diferentes estdgios de desenvolvimento embrioldgico. Desse modo, esse
estudo representa um importante passo na caracterizacdo molecular do desenvolvimento do
complexo central.

De modo geral, a contribuicdo da tecnologia de MSI aplicada a neurociéncia encontra-
se esparsa. Essa area tem gerado um grande nimero de informacdes da distribuicdo quimica
de biomoléculas, e, em geral, uma correlacdo com a funcdo neurobiolégica é dificil de ser
realizada (HANRIEDER et al., 2013), muito embora existam varios exemplos de trabalhos
que produziram informag@es valiosas utilizando a técnica. Nao obstante o potencial da técnica
tenha sido demonstrado com sucesso por inimeros trabalhos, um grande nimero de desafios
ainda precisa ser superado para que a tecnologia seja mais amplamente utilizada, facilitando a
sua aceitacdo e conscientizagdo na pesquisa em neurociéncia e biologia molecular. Em suma,
0 imageamento quimico por espectrometria de massa é uma técnica poderosa com grande

potencial para a investigacdo da dindmica espago-temporal dos processos bioguimicos em
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curso nos sistemas neurobioldgicos, e, embora ainda esteja em desenvolvimento, essa técnica

mantem a promessa de inimeras novas aplicacdes nas pesquisas neurocientificas.
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3 OBJETIVOS

Considerando as inimeras aplicacfes da tecnologia emergente de MALDI MSI, bem
como o seu elevado potencial para a analise investigativa de amostras complexas, os objetivos
do presente estudo foram:

a) Desenvolver uma nova plataforma analitica para estudos de MALDI Imaging em
tecidos animais, especificamente em cérebros de abelhas A. mellifera;

b) O estudo da distribuicdo espacial de alguns neuropeptideos importantes
fisiologicamente, presentes no cérebro de operarias A. mellifera com 20 dias de idade, que ndo
exerceram o comportamento agressivo (individuos controle). Dentre os peptideos, foram
investigados, principalmente, 0s neuropeptideos pertencentes as familias das: alatostatinas e
taquicininas.

c) A analise da distribuicao diferencial de peptideos (alatostatinas e taquicininas) com
potencial neuroativo, no cerebro de individuos diretamente envolvidos no comportamento
agressivo (individuos 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 estimulacdo do comportamento agressivo.

d) A formacao de recursos humanos na area de desenvolvimento de novas tecnologias

em imageamento molecular, com aplicacbes em Anélise Protedmica e Peptidémica in situ.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material bioldgico

Para o desenvolvimento de uma plataforma analitica de aquisicdo de imagens
moleculares em tecidos animais, foram utilizadas sec¢des do cérebro de abelhas da espécie A.
mellifera, que sdo mantidas em um apiario no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS),
UNESP — Rio Claro. A col6nia utilizada para os experimento apresentava-se livre de doencas,
bem alimentadas e com uma rainha em franca postura.

Inicialmente, um favo da colbnia livre de abelhas foi coletado e mantido em uma
incubadora por 24 horas. Apos esse periodo, todas as abelhas que nasceram foram marcadas
com uma tinta atoxica de cor branca (Posca PC-5M, 1.8-2.5 mm) e devolvidas a col6nia de
origem e recoletadas apos 20 dias para os testes de agressividade (defesa da col6nia). Foram
selecionadas abelhas de 20 dias, pois essa € a idade aproximada que algumas abelhas exercem
a funcdo de guarda, permanecendo na entrada da coldénia com uma postura alerta tipica
(ZAYED e ROBINSON, 2012). As abelhas guardids que sdo alertadas por disturbios fisicos e
encontros agonisticos, normalmente ferroam o alvo e liberam feroménio de alarme,
recrutando outras abelhas operarias para atuarem na defesa da colonia.

Para a estimulacdo do comportamento agressivo em abelhas foi utilizado uma adaptacdo do
teste de agressividade de Stort (1974), que consiste na suspensdo e movimentacdo de uma
bola de camurca preta, com 2-3 cm de diametro, a uma distancia de aproximadamente 5
centimetros da entrada da coldnia. Esse teste estimula o comportamento agressivo das
operarias guardids por simular a presenca de um inimigo, incitando um ataque das abelhas a
bola de camurca; apds os ataques as abelhas permanecem presas ao alvo, através do ferrdo
gue penetra no tecido de couro e ndo pode ser removido. O grupo de operarias responsaveis
pelos ataques iniciais a bola de camurca foi coletado, sendo utilizadas nos estudos apenas as
operarias marcadas com a tinta especial mencionada acima (com 20 dias de vida). Esse grupo
de individuos foi considerado como “agressivo”. Como grupo controle foi utilizado abelhas

da mesma idade, que ndo atacaram a bola de camurga — grupo denominado “ndo agressivo”.

4.2 Sequenciamento de neuropeptideos

Para a confirmacdo da presenca dos neuropeptideos a serem estudados por
imageamento quimico (MALDI MSI), os cérebros foram macerados e extraidos em solucao
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de Acetonitrila (MeCN - grau HPLC) 50% (v/v) em &gua ultrapura, a fim de extrair
preferencialmente os componentes peptidicos. Em seguida, o material solubilizado foi
centrifugado a 8000 rpm por 15 minutos em micro centrifuga (Centrifuga Eppendorf -
5415D).

Os neuropeptideos extraidos foram analisados por um espectrdmetro de massas do tipo
LCMS-IT-ToF, através da injecdo direta da amostra no equipamento.

O equipamento utilizado para a obtencio dos espectros de MS? é equipado com fonte
de ionizagdo “electrospray” (ESI), e analisador de massas hibrido formado pela combinacao
de sistemas “ion-trap” e “Time-of-Flight” (IT-TOF) (Shimadzu). As analises foram realizadas
no modo positivo (ESI+) e continuo, durante todo o experimento. O software LCMS solution
(Shimadzu) foi utilizado para controle de aquisicdo e analise de dados. Durante todos 0s
experimentos a temperatura do CDL e da interface foi mantida a 200° C, a voltagem na agulha
a 4,5 kV e a voltagem no cone a 3,5 V. O fluxo de gas secante (Nitrogénio) foi de 100 L/h e o
fluxo de gas nebulizador (Nitrogénio) de 1,5 L/h. A detecc@o no espectrémetro de massas foi
realizada com varreduras feitas no intervalo de m/z 200 a 2500, com uma resolucdo de
aproximadamente 15000.

Os experimentos de espectrometria de massas sequenciais, ou seja, espectros de
fragmentacdo peptidica em condices de dissociacéo induzida por colisdo (CID) (MS?) foram
realizados utilizando-se os mesmos pardmetros dos experimentos de MS?*, exceto a varredura
que foi feita num intervalo entre 50 e 2500 m/z. Foi utilizado argdnio como gas de colisdo, a
uma pressdao de 100 kPa. Os ions produzidos através dos experimentos MS/MS foram
aprisionados e acumulados durante 50 mseg no “ion trap”, utilizando-se energia de colisdo de
50% e frequiéncia de 30 kHz.

Os espectros de massas obtidos foram analisados primeiramente com as ferramentas
do software LCMS solution (Shimadzu), utilizado para controle de aquisicdo e analise de
dados. Para a interpretacdo dos espectros foi realizado a subtragdo sucessiva dos picos, com a
finalidade de se chegar a uma série de ions. Com a sequéncia encontrada em maos utilizou-se
o0 software MassLynx (v3.2) para verificagdo e validacdo da sequéncia obtida. Os célculos
realizados para a obtencdo das sequéncias foram feitos utilizando uma tolerancia de massa de

0,1 u.m.a.



48

4.3 Obtencdes dos cortes de cérebro de Apismellifera

A partir da obtencdo dos tecidos frescos, eles foram seccionados utilizando-se um
micrétomo por congelamento (LEICA, CM1850) para a aquisicdo de cortes de 14 um de
espessura. Tais cortes foram obtidos no plano sagital da cabeca de cada operaria, na regido do
eixo maior da capsula cefélica. Posteriormente, os cortes foram desidratados em &lcool etilico
70% (v/v) e 95% (v/v), respectivamente, durante 10 segundos na primeira solucdo, e duas
vezes por 30 segundos na segunda solucdo, com um intervalo de aproximadamente 30
segundos entre as desidratacbes sucessivas; tal processo possibilita a eliminacdo de
componentes indesejaveis da amostra, tais como sais e lipideos, que produzem ruido analitico
prejudicando a ionizacdo dos peptideos (SEELEY et al., 2008). Esse procedimento foi
padronizado apds diversos testes para definir as condigdes experimentais ideais de

manipulacdo e preparacdo de amostra para o tecido em questao.

4.4 Histoquimica

A coloracdo com hematoxilina-eosina (HE) foi utilizada para comparacdo do método
histoquimico com a técnica de MALDI MSI e para a interpretacdo dos dados gerados. As
laminas foram submersas em etanol 95% (v/v) por vinte minutos, lavadas com agua corrente
sem deixar que o material se soltasse da lamina e, em seguida, foram submetidas em
Hematoxilina por 20 segundos. Apds esse procedimento, as laminas foram lavadas com agua
corrente deixando descansar em agua destilada por aproximadamente 5 minutos. As mesmas
foram entdo submetidas em eosina por mais 20 segundos e lavadas com &gua destilada
corrente. Ao final do processo, as laminas foram submetidas a uma bateria de etanol 95%
(viv) I, 11, 111, VI e V para a remocdo do excesso de corante e em xilol I, Il e Ill para
montagem das laminas. Cortes subsequentes aos utilizados para a analise por MSI foram
armazenados em laminas de vidro para futuras comparagdes entre as imagens histoquimicas e
moleculares. As histologias dos tecidos cerebrais corados com HE serviram de orientagéo
para se tracar “mapas de contorno” de cada regido do cérebro, para melhor descrever as

localizacGes espaciais do neuropeptideos detectados.
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4.5 MALDI imaging revelando o perfil protéico dos tecidos via digestos tripticos

Para a andlise de proteinas foi realizado a secagem do tecido a vacuo durante 15
minutos, posteriormente, realizou-se a deposi¢do automatica de uma solucéo de tripsina por
meio da impressora quimica ChIP-1000 (Shimadzu). Com este equipamento foi programado a
preparacdo da amostra hum microarranjo de 484 pontos/mm?, onde cada ponto de aplicacdo
de amostra foi espacado um do outro por 200 pum de centro a centro, perfazendo cerca de 27
pontos/mm? de corte histolégico. Em cada ponto foram aplicados 500 pL (5 gotas de 100 pL)
de solucdo de tripsina/ciclo (12.5 pg/nL em tampdo NH4HCO; 25 mM, pH 8.0), sendo
realizados 24 ciclos/ponto. Desta maneira, aplicou-se uma concentracdo total de 150 pg de
tripsina/ponto. As seccdes dos tecidos foram entdo incubadas por 2 horas sob atmosfera
Umida a 37 °C. Em seguida, aplicou-se a matriz de analises MALDI, constituida de uma
solucéo de acido cindmico (CHCA) a uma concentracdo de 10 mg/mL em solucdo acetonitrila
40% (v/v) e isopropanol 10% (v/v) [contendo TFA 0,1% (v/v)]. A aplicacdo da matriz
procedeu-se de maneira semelhante aquela descrita acima para a tripsina, perfazendo-se um
volume total de 10 nL/ponto. Apds a secagem da matriz sob vacuo 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 preparacdo da amostra.

Os disparos de laser foram efetuados a partir do centro de cada ponto, até uma
distancia de 100 um em linha reta, com cerca de 100 disparos a cada movimento, perfazendo
uma media de 250 disparos/ponto de preparacdo de amostra. Assim, foram realizados cerca de
121000 disparos de laser, sendo que para cada disparo, se adquiriu um espectro. Para
obtencdo dos espectros MS/MS foram utilizadas as seguintes condi¢Ges experimentais: 0s
valores de m/z dos picos de maior intensidade de cada espectro MS foram selecionados para
aquisicdo de espectros MS/MS. Tipicamente, entre 250 e 500 disparos de laser foram
utilizados para aquisicdo dos espectros CID, na faixa de valores de m/z 700 — 4000, com
voltagem de aceleracdo de 20 kV, poténcia do laser ajustada para 80 %, e uma densidade de
50 picos a cada 200 Da, para aqueles picos que apresentaram uma relagdo S/N > 10. Apods a
aquisicdo dos dados, as imagens moleculares foram reconstruidas a partir dos dados bruto,
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utilizando-se tolerdncia de massa de + 0.3 Da, com auxilio do software Launchpad v2.8
(Shimadzuy).

4.6 ldentificacdes de Proteinas e Neuropeptideos

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 proteinas Swiss-Prot (UniProtKB). Os
parametros de pesquisa que foram utilizados sdo: inexisténcia de restrigcdes a massa molecular
da proteina, uma perda de clivagem triptica, modificacdo fixa de oxidagdo da metionina. O
erro de tolerancia utilizado nas buscas foi de 0,8 Da para o0s espectros de MS e de 0,5 Da para
0s espectros MS/MS. As proteinas identificadas por meio da busca no banco de dados foram
submetidas ao software Scaffold (versdo 2.04.00, Proteome Software Inc., Portland, OR) para
a validacdo dos peptideos identificados e para a verificacdo de falso-positivo (FDR — false
discovery rate) inferior a 1 %. As identificacfes de proteinas foram atribuidas pelo algoritmo
Protein Prophet, e aceitas se as probabilidades fossem >99.0% e pelo menos dois peptideos
fossem identificados. Os neuropeptideos em suas formas nativas foram identificados pela

interpretacdo manual dos espectros MS e MS/MS, obtidos em condicdes de CID.

4.7 MALDI imaging revelando o perfil peptidico dos tecidos

Para a analise dos neuropeptideos (ndo oriundos da digestdo enzimatica) os cortes de
tecido foram submetidos a um processo de secagem a vacuo durante 15 minutos e,
posteriormente, foi realizado a deposicdo automatica da matriz [solucdo contendo 10 mg/mL
de &cido cindmico (CHCA) em acetonitrila 40% (v/v) e isopropanol 10% (v/v) contendo TFA
0,1% (v/v)] por meio da impressora quimica ChlP-1000 (Shimadzu). O volume total de 10 nL
de matriz foi aplicado em cada ponto, da mesma maneira ja descrita acima para as analises de
identificacdo de proteinas. Da mesma maneira, 0s neuropeptideos foram identificados por
suas sequéncias primarias caracteristicas, utilizando o protocolo descrito no item 4.5, para o

sequenciamento por espectros CID.
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4.8 Analises das imagens

As imagens correspondentes as proteinas identificadas foram reconstruidas utilizando-
se 0 software Launchpad v2.8 (Shimadzu). As proteinas identificadas por meio do banco de
dados (SwissProt) foram submetidas a digestdo tedrica através da ferramenta de
bioinforméatica  ProteinProspector, com o auxilio do programa MS-Digest,
(http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/msform.cgi?form=msdigest). = Portanto,  as
imagens de distribuicdo espacial de cada proteina identificada foram realizadas a partir da
deteccdo experimental de cada um dos peptideos tripticos virtuais, cujos valores de m/z foram
entdo localizados nas respectivas posicOes espaciais dentro do corte. A imagem final de cada
proteina foi obtida pela superposicdo das imagens individuais de distribuicdo de cada peptideo
triptico (tipico de cada proteina) na superficie do corte analisado.

Ja para os neuropeptideos, as imagens foram reconstruidas a partir de valores da razéo
massa/carga (m/z) de fons moleculares na forma monoprotonada ([M+H]") das sequéncias
peptidicas 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 DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento do método de preparacdo de amostra

Em um experimento de MALDI MSI um dos passos mais importantes é a
preparacdo de amostra, uma vez que esse processo interfere diretamente na boa
qualidade dos espectros de massa e na reprodutibilidade do experimento (SEELEY e
CAPRIOLLI, 2008). Um dos passos mais importantes é a deposicdo da matriz; o uso do
spray por toda a superficie do corte pode ocasionar “encharcamento” dos
compartimentos histologicos, levando a mudanca de osmolalidade do tecido, seguido do
rompimento dos comportimentos celulares, e a consequente deslocalizagdo das
moléculas presentes na amostra. Nesse contexto, utilizamos um processo extremamente
sofisticados de deposicdo de matriz, conseguido através da espotagem automatica de da
mesma utilizando-se de uma impressora quimica. O equipamento combina a funcéo de
varredura de superficie com um algoritmo utilizado para controlar a regido especifica de
deposicdo de matriz, bem como a quantidade de solucdo a ser depositada (a nivel de
pL). Além disso, esse sistema garante que 0s experimentos de aquisi¢cdo 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 espectrometro de massas, que permite a aquisicao
de uma enorme quantidade de dados em um curto espaco de tempo (obtencdo de
aproximadamente 121000 espectros/analise em 10 minutos).

As abelhas sdo importantes modelos na neurobiologia. Esses organismos sao
caracterizados por apresentarem um sistema nervoso estruturado de forma simples, com
poucos neurbnios e por apresentarem uma impressionante capacidade cognitiva
(MENZEL e GIURFA, 2001). Desde o século XIX, a anatomia e funcdo do cérebro de
abelhas tém sido estudadas através da disseccdo do cérebro da cépsula da cabeca
(DUJARDIN, 1850). Todavia, a estrutura tridimensional e a estéreo geometria é
alterada por essa manipulacdo e pela subsequente fixagdo do cérebro fora da cabega, 0
que pode acarretar na perda de informacgdes bioldgicas relevantes, tais como
informacdes que correlacionem a estrutura e a fungcdo do cérebro (HADDAD et al.,
2004; BRANDT et al., 2005).

Nesse contexto, foi desenvolvida uma metodologia de preparacdo de amostra
que permitisse o estudo de imageamento molecular por abordagem MALDI in situ do
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cerebro de abelha, sem que houvesse a necessidade de disseccdo do cérebro da capsula
da cabeca. Através da ndo disseccdo do invOlucro da cabeca foi possivel manter a
delimitaco e a rigidez mecénica natural, na qual o cérebro estd submetido in vivo, o que
diminuiu consideravelmente a deformacao do cérebro durante a preparagdo da amostra.

A partir da obtengdo dos tecidos frescos, foram realizadas sec¢fes no plano
sagital da cabeca de cada operaria, na regido do eixo maior da capsula cefalica (Figura
8), visando obter uma seccdo que contenha todas as estruturas do cérebro. Para definir o
plano de seccéo foi utilizado como referéncia o atlas digital 3D do cérebro da abelha A.
mellifera desenvolvido por Rybak e colaboradores (2010), disponivel em
http://www.neurobiologie.fu-berlin.de/beebrain/. O atlas padrdo para o cérebro de
abelha (Honeybee Standard Brain Atlas — HSB atlas) foi calculado a partir de 20
cérebros individuais, corados por técnica de imunohistoquimica; as imagens foram
geradas a partir de microscopia confocal e segmentadas ao longo das fronteiras de 22
centros nervosos; por ultimo, um foi reconstruido um modelo de superficie
tridimensional a partir dos dados obtidos (RYBAK et al., 2010).

Figura 8. Exemplifica¢do do plano de sec¢do adotado para o estudo de
proteinas e peptideos no cérebro de A. mellifera por meio da tecnologia
de MSI.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Sequenciamentos de neuropeptideos em cérebro de Apismellifera

Os peptideos objetos de estudo no presente trabalho foram escolhidos por se

apresentarem pouco abundantes nos espectros MALDI-ToF/MS dos varios cortes de
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cérebro de abelhas antes do estimulo agressivo, e muito abundantes apos a estimulagao
do comportamento (Figura 9).

A fim de se obter uma maior seletividade e especificidade na identificacdo de
cada neuropeptideo, cada um deles foi confirmado pela realizacdo de andlises de
espectrometria de massas sequenciais (MS?) para confirmacdo de suas sequéncias (ja
descritas em literatura). Foram apresentados espectros MS/MS de apenas dois
neuropeptideos (Figura 10 e 11), com a finalidade de economizar espaco no texto, a
despeito de varios deles terem sido identificados por este tipo de analise.

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. ndo submetidas ao ensaio de
agressividade e B. submetidas ao ensaio de agressividade.
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Na figura 10 pode-se observar o espectro MS? do neuropeptideo de massa
molecular 994.43 Da. O ion molecular foi identificado no espectro (Figura 10) como
sendo o fon de m/z 995.451 na forma [M+H]". A perda do grupo hidroxila (17 Da) a
partir do ion molecular resultou no ion de m/z 978.412. Uma série quase completa de
fons y pode ser observada no espectro: m/z 925.618 (y;), m/z 761.396 (ys), m/z 660.025
(ys), m/z 497.012 (y,), m/z 398.187 (ys), m/z 311.062 (y-). Devido a auséncia de um ion
da série y (y1), utilizou-se também a série b; através da subtracdo dos valores de m/z
entre 0s valores consecutivos de ions y e sobreposicdo das duas series de ions, foi
possivel a determinacdo da sequéncia do peptideo. A sequéncia determinada para o
peptideo 994.43 Da, levando em consideracgéo as séries de ionsye bfoii A—-Y -T-Y
-V -S - E - Y. A massa molecular deste peptideo, frente a sequéncia acima, €
coerente com a presenca do residuo C-terminal na forma de &cido livre; portanto, a
sequéncia completa para o peptideo é a sequinte: A—- Y -T-Y-V-S—-E-Y-O0OH.

Este peptideo pertence a classe das alatostatinas A, e ja foi encontrado em
cérebro de A. mellifera em outro trabalho (BROCKMANN et al., 2009). Através da
sequéncia obtida foi realizada uma comparagdo com as sequéncias depositadas no banco
de dados BLAST (NCBI — blast.ncbi.nlm.nih.gov), na qual observou-se que a mesma
sequéncia priméria obtida esta predita na sequéncia do precursor de alatostatina A em
outros insetos, tais como o Bombus impatiens, Bombus terrestres, Apis florea e
Megachile rotundata. Além disso, uma revisdo minuciosa da literatura foi realizada para
verificar se ja havia sido descrito alguma funcdo especifica para o neuropeptideo
sequenciado. Por enquanto, contudo, ndo existem informacdes funcionais para o

mesmo.
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Na figura 11 podem-se observar o espectro MS? do neuropeptideo de massa
molecular 1060.52 Da. O ion molecular foi identificado no espectro (Figura 11) como
sendo o ion de m/z 1061.622 na forma [M+H]+. A perda do grupo amino “-NH,” (16
Da) a partir do ion molecular resultou no ion de m/z 1045.421. Uma série completa de
fons b pode ser observada no espectro: m/z 889.230 (bg), m/z 757.133 (by), m/z 700.227
(bs), m/z 563.339 (bs), m/z 416.249 (bs), m/z 359.245 (bs), m/z 228.050 (by), m/z
72.120 (by). A subtragdo dos valores de m/z entre os valores consecutivos de ions b
permitiu a determinacdo da sequéncia do peptideo. A sequéncia determinada para o
peptideo 1060.52 Da, levando em consideracédo as séries de ionsye b foi: A-R-M -
G-F-H-G-M-R. A massa molecular deste peptideo, frente a sequéncia acima, é
coerente com a presenca da por¢cdo C-terminal na forma amidada; portanto, a sequéncia
completa para o peptideo € a seguinte: A-R-M-G-F-H-G-M-R-NH..

Este peptideo pertence a classe das taquicininas, é denominado em literatura
como AmTRP5 (HUMMON et al, 2006), apresenta a sequéncia C-terminal
caracteristica para esse grupo de moléculas: -FX;GX;R-NH, (sendo o X; e o X;
variaveis) — ver mais detalhes dessa familia de neuropeptideo no item 5.5.2. Apds a
obtencdo da sequéncia, realizamos um procedimento de busca no banco de dados
BLAST (NCBI - blast.ncbi.nlm.nih.gov) similar ao descrito anteriormente para 0
peptideo de m/z 995.43. Os resultados sugerem que a mesma sequéncia primaria de
aminoacido do AmTRP5, encontrado em Apis, estava predita na sequéncia do precursor
de taquicinina de outros organismos, tais como o Bombus impatiens, Bombus terrestres,
Apis florea e Nasonia vitripennis. Assim como descrito par o peptideo de m/z 995.43,

ndo foi observado informagdes funcionais especificas para o neuropeptideo AMTRP5.



esinbsad ep sopeq :81uo04

Zw 000l 006 008 00L 009 00% 00¢ 00z 00l 0
T éﬁ% _ T __H__h__*__ ;
5'98 mﬁr.m
% f2| 64Z°spE
ge1'gst 2
Ex Tg
LZT00L
TZr'Sv0T EET'LSL g |
£90°T66 tq CSE'66P L¥6°S0E =1
8 L (] ' —+
2Z9°190T A Nmm ...wnu A EbT'9Th h  os0'szE D
0£Z'688 6EE'ETS 'q SHZ'65E 9 o,
g 5q £ 05 o
q q 0zZT'ZL ]
ﬂj a
®
°q ‘q %q °q *q ’q q 'q
> e —> > > g > >
i “ 1 ] “ i i ,
[} | | 1 I [} [} L]
i “ | ] ] i H i
z
=Y - NT—8 14— H+4 +—D +—WN--3—8—+—Y%
[} I 1 ] ] ] [} 1
i i i i i i i i —-001
] 1 1 1 1 ] [ | ]
] 1 | 1 1 ] ] 1
] .T_ I .T_ ] ] t .T_
A rA LA 84

‘oedelaidisiul BNS B OWO09 Waq
‘., [H+AI] ewiIo) BU 229°T9OT Z/W 8p Jejnd3jow uoj op JiJed e g odi op sojuswbely SUO) ap BNUIIUOD 3119S BWIN BIISOW 04193dss O -, [H+IAI] ewloy eu
229°T90T Z/w ap JosIndaid uo) 0 0peUOIdB|SS 104 "Seululdinbe) sep asse|d e ajudoualad ‘e 25 090T Jejndajow essew sp oapiidadoinau op elougnbas
ap ogderaudiaiul eAnoadsal e wod ‘, [H+N] ewoy eu opjnjoAuodsap ef ‘oAnisod opow ou @O $9Q31pU0d W ,SIAl sessew ap 04308ds3 “TT eanbi4

69



60

5.3 Da neuromorfologia & imagem molecular

Foi utilizada uma impressora quimica (ChIP-1000, Shimadzu) acoplada a um
espectrometro de massas do tipo MALDI-ToF-ToF, com a finalidade de criar imagens
moleculares que viabilizassem a compreensdo desses processos. A compreensdo da
funcionalidade e composicdo do equipamento e de como operar o software que o gerencia é
extremamente importante para que as aplicacfes sejam otimizadas num trabalho por MALDI
Imaging. A figura 12 A ilustra o equipamento ChlP-1000 (Shimadzu), a impressora quimica
utilizada no presente trabalho.

Na impressora quimica, o reduzido diametro dos piezos (Figura 12 B) e o ajuste
elétrico refinado (controle de pressdo por sistema a vacuo) garantem que volumes na escala de
picolitros sejam depositados sobre tecidos de forma controlada e altamente precisa. Quando
esse sistema esta submetido a uma pressdo, é gerado um campo elétrico que garante uma
espotagem precisa para micro regides, gerando ao final do processo imagens moleculares de
alta resolucao.

Esta impressora caracteriza-se por ser uma unidade essencial para o pré-tratamento
protedmico, pois possibilita tratamentos quimicos, utilizando enzimas ou anticorpos
bioguimicos em membranas para a identificacdo ou analise de proteinas e peptideos, além de

possibilitar a analise de tecidos in situ.
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Figura 12. (A) Impressora quimica ChIP-1000 (Shimadzu) é composta por
um escaner, uma unidade de impressdo, uma camera e um suporte onde a
placa contendo as amostras € introduzida. (B) Detalnamento do sistema
dispensador de solucGes: Piezo device é o acessorio onde as solucdes sdo
dispensadas. Capilar de vidro embutido no interior do Piezo device,
individualizando uma gota com o volume de 100 uL e Vessel é um
acessorio onde as solucBes sdo armazenadas antes da espotagem e que fica
localizado acima do piezo device.

T S DS @ Piozo device One Shot Vessel (OSV)
00 ul. volume

Fonte: Elaborado pelo autor.

Levando-se em conta as caracteristicas tecnoldgicas diferenciais do equipamento foi
possivel desenvolver uma nova plataforma analitica capaz de gerar imagens moleculares de
alta resolucdo, possibilitando o estudo de proteinas e peptideos em cérebro de abelhas A.
mellifera.

Para a compreensdo da funcdo biologica dos neuropeptideos é muito importante
entendermos a localizagdo dos mesmos nas diversas estruturas do cérebro da abelha, uma vez
que um mesmo neuropeptideo, como por exemplo, peptideos pertencentes a classe das
alatostatinas, podem desempenhar diferentes funcdes em &reas distintas do cérebro (STAY e
TOBE, 2007). Desse modo, para estudarmos a localizacdo especifica dos neuropeptideos no
cerebro da abelha foi desenvolvido um mapa de contorno a partir de uma sec¢do corada com
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H&E (Figura 13). Este mapa de contorno define os limites de cada regido do cérebro visando

melhorar a compreensdo dos dados de MSI.

Figura 13. Elaboracéo de mapa de contorno para a compreenséo da distribuicdo de peptideos nas diversas
estruturas de cérebro de A. mellifera. A) Seccdo de cérebro de A. mellifera corado com HE para a
visualizacdo da anatomia do cérebro. B) Mascara elaborada para definir os limites de cada regido do
cérebro visualizadas em “A”. C) Modelo planar do cérebro elaborado em “B”, sobreposto a cabeca da
abelha, mostrando a posicéo 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 histoquimica, que possibilitou a visualizacdo da anatomia do cérebro, facilitando a
comparacdo das imagens moleculares com as imagens histoquimicas dos tecidos (Figura 13).
Ap0s 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. Méscara adotada para os estudos de MSI. As estruturas foram nomeadas de
acordo com Rybak e colaboradores (2010).

rostral

direita esquerda

1. Ganglio Sub-esofagico
2. Lobo Antenal

3. Lobula

4. Medula

5. Corpo Cantral

6. p—Lobo

7.a-Lobo

8. Pedinculo

9, Calice Lateral

10. Cilice Medial

11. Olhos Compostos /

12. Ocolo

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.4 Proteinas como precursores de neuropeptideos

Assim como a maioria dos peptideos, os neuropeptideos sdo codificados dentro dos
genomas como grandes proteinas precursoras, denominadas de preprohorménio (ou
prepropeptideo) (NASSEL, 2002; FRICKER et al, 2005, HUMMON, AMARE e
SWEEDLER, 2006; CHRISTIE, STEMMLER e DICKINSON, 2010). Apds 0s processos de
transcricdo e traducdo da proteina precursora contendo 0s neuropeptideos, esta € direcionada
para vias secretoras, através da sequéncia sinal presente no grupo amino-terminal, para
posterior processamento e maturagdo, assim como para uma ocasional separacdo (SOSSIN,
FISHER e SCHELLER, 1989; SOSSIN, SWEET e SCHELLER, 1990; TAGHERT, 1999;
CHRISTIE, STEMMLER e DICKINSON, 2010). Dentro desse percurso, diversas
modificagdes pos-traducionais (PTMs) podem ocorrer. Inicialmente, ao se mover através do
reticulo endoplasmatico, enzimas peptidase-sinal clivam a regido do peptideo sinal do
preprohormdnio, e maltiplas peptidases, incluindo prohormdnio ou proproteina convertase
clivam a sequéncia restante da proteina em peptideos (TEGGE et al., 2008; CHRISTIE,
STEMMLER e DICKINSON, 2010). Posteriormente, esses peptideos podem ser submetidos
a PTMs adicionais, tais como, amidacdo da regido C-terminal, ciclizacdo do N-terminal da
glutamina e acido glutamico, sulfatacdo da tirosina, glicosilacdo e fosforilacdo, dentre outras,
antes de assumir a sua conformagdo bioativa — neuropeptideo maduro (NASSEL, 2002;
TEGGE et al., 2008; CHRISTIE, STEMMLER e DICKINSON, 2010).

Enquanto sofre o processo de maturacao, os peptideos sdo transportados para 0s sitios
de liberacdo estocados em vesiculas, até uma despolarizacdo induzir a liberacdo por exocitose
(ZUPANC, 1996). Uma vez processado para a sua conformacdo madura, 0 neuropeptideo
pode ser liberado do neurdnio e exercer seu efeito nas regides alvo. Esses alvos podem ser 0s
neurdnios que liberaram o peptideo (funcdo autdcrina), tecidos préximos ao ponto de
liberacdo (acdo paracrina), ou tecidos localizados distante do ponto de liberacdo, em que o
peptideo é liberado no sistema circulatorio (acdo hormonal).

Nas figuras 15 e 16 podemos observar o resultado do alinhamento das sequéncias dos
neuropeptideos (ASTAs e TRPs) descritos em literatura com a sequéncia dos
preprohormdnios alatostatina e taquicinina, respectivamente. Através dos alinhamentos,
podemos observar que o preprohorménio alatostatina de A. mellifera contém pelo menos oito
sequéncias imaturas de neuropeptideos ASTAs em sua sequéncia (figura 15), que
provavelmente serdo processados e dardo origem aos peptideos maduros. Nesse contexto, 0s
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dados da literatura sugerem que existe uma varia¢ao entre as diferentes ordens em relacdo ao
ndmero de ASTAs presentes em suas respectivas proteinas precursoras (KASTIN, 2013). Por
exemplo, em lepiddpteras a preproalatostatina A contém entre oito e dez peptideos, em
dipteras esse numero varia de quatro (Drosophila) a cinco (Aedes aegypti) peptideos, e em
crustaceos, os precursores contém mais de 50 peptideos em sua estrutura (KASTIN, 2013).

Observando a sequéncia dos peptideos ASTAs imaturos no alinhamento podemos
observar, também, que todas as sequéncias apresentam a sequéncia C-terminal caracteristica
das ASTAs de insetos (Y/F-X-FGL/lamida, onde X representa um amino&cido variavel), com
excecao do peptideo AYTYVSEY, e que 0s peptideos variam de tamanho que vai de sete a 27
residuos de aminoécido — figura 15. Essa sequéncia caracteristica parece ser conservada
durante a evolucao, estando presente em diferentes espécies do reino animal, 0 que sugere que
essa familia de neuropeptideos desempenhe fungdes importantes nos organismos, em especial
entre os vertebrados (BOERJAN et al., 2010; KASTIN, 2013). Diversos estudos de estrutura-
atividade bioldgica tém sugerido que essa sequéncia pentapeptidica conservada seja essencial
para a atividade bioldgica dessa classe de biomoléculas, muito embora alguns analogos das
ASTAs, que tiveram a regido Y/F-X substituida por um grupo aromatico, desempenharam
atividade biologica (KAl et al., 2010; XIE et al., 2011).

De modo geral, a estrutura conservada dessas moléculas parece possuir elementos
estruturais secundarios, que provavelmente sdo essenciais para a interacdo do peptideo com
seus receptores especificos (KASTIN, 2013). Nachman e colaboradores (1998) estudaram
algumas ASTAs e verificaram que na sequéncia conservada Y/F-X-FGL/lamida
provavelmente ocorra a formagdo de dobras B tipo-1l, e que 0s residuos mais criticos para que
ocorra essa conformacdo sdo a fenilalanina (F) e leucina (L), que sdo aminoacidos
hidrofobicos (NACHMAN et al., 1998). Nesse estudo, a incorporacdo de residuos de
aminoacido que promovem a formagdo de dobras P tipo-Il, permitiu a sintese de analogos
desses peptideos, que foram caracterizados por exibir alta atividade bioldgica.

Cada ASTAs imaturas no alinhamento com o preprohormdnio é seguido por um
residuo de glicina (G) — com excecdo do peptideo AYTYVSEY (figura 15 A) — e por um sitio
de duas bases polares basicas KR (lisina/arginina), uma no inicio da sequéncia e outra no
final. Os sitios KR ou suas variacdes (RR, KK, RK, K, R) sdo denominados sitios de
clivagem, necessarios para que ocorra a liberacdo do peptideo do seu preprohorménio através
da acdo de endopeptidases que reconhecem esses sitios especificos — esse processo €
provavelmente realizado por enzimas prohormonio convertase (EIPPER, STOFFERS e
MAINS, 1992; BOERJAN et al., 2010; KASTIN, 2013). Apos a clivagem, o terminal glicina
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(G) presente na regido C-terminal de todos os peptideos, com excecdo do AYTYVSEY que
ndo foi encontrado na forma amidada, serve como substrato para a acdo de enzimas, como a
peptidylglycine a-hydroxylating monooxygenase e a peptidyl-a-hydroxyglycine a-amidating
lyase, que convertem a G C-terminal em um grupo amida. Diversas evidéncias sugerem que a
amidacdo C-terminal seja importante para a atividade bioldgica desses peptideos in vivo
(KASTIN, 2013).

Ao analisarmos o peptideo AYTYVSEY, podemos observar que ele ndo apresenta a
sequéncia conservada caracteristica da familia, e é produzido na forma acida. Comparando as
figuras 15 A e C, podemos observar que esse peptideo é um fragmento do peptideo
AYTYVSEYKRLPVYNFGI-NH,, e que provavelmente € produto de degradacdo enzimatica
(hipotese corroborada pela presenca de um sitio proteolitico — KR — no interior do peptideo
AYTYVSEYKRLPVYNFGI-NH). Por ndo apresentar as caracteristicas estruturais da
familia, provavelmente o peptideo AYTYVSEY seja biologicamente inativo, todavia ensaios
especificos seriam necessarios para comprovar essa hipotese.

Interessantemente, 0s  neuropeptideos AYTYVSEYKRLPVYNFGI-NH, e
AVHYSGGQPLGSKRPNDMLSQRYHFGL-NH; (Figuras 15 G e H) apresentam um par de
residuos basicos no meio da sequéncia peptidica (KR), de modo a constituir uma extensdo N-
terminal dos neuropeptideos LPVYNFGI-NH; e PNDMLSQRYHFGL-NH, respectivamente.
Para que as duas ASTAs estendidas sejam neuropeptideos maduros e desempenhem funcéo
biologica, seria necessario que o sitio proteolitico KR no interior da sequéncia ndo fosse
utilizado para o processamento em algumas células (neurénios ou células enddcrinas). Essa
auséncia de processamento poderia ser causada pela presenca de residuos de prolina nas
posicBes +2 e -4/+1 do sitio de clivagem nos neuropeptideos AYTYVSEYKRLPVYNFGI-
NH, e AVHYSGGQPLGSKRPNDMLSQRYHFGL-NH,, respectivamente. Esses residuos
podem diminuir a eficiéncia de clivagem das endopeptidases nesses sitios especificos, uma
vez que as prolinas quebram a linearidade da cadeia a-carbdnica e dificultam o acoplamento
das enzimas. ASTAs estendidas com sitio KR no interior do peptideo 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
neuropeptideo maduro drostatin-5 é uma extensdo N-terminal do peptideo 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 presenca de pelo menos 14 sequéncias neuropeptidicas imaturas diferentes na sequéncia do
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preproTRP, que provavelmente serdo processadas e dardo origem aos peptideos maduros.
Assim como ocorre com a familia ASTA, os nimeros de TRPs presentes nas proteinas
precursoras variam entre as diferentes ordens (KASTIN, 2013). Na figura 16 podemos
observar que todas as TRPs sdo cercadas por sitios de clivagem (RR, KK, KR), e que a
maioria dos peptideos (oito de 14 diferentes TRPsS) apresentam a sequéncia C-terminal
caracteristica das taquicininas de invertebrados — FX;GX;R-NH, (X; e X, variaveis), sendo
eles: ALMGFQGVR-NH;; APMGFQGMR-NH,; APMGFYGT; APMGFYGTRG;
APMGFYGTR-NH;; ARMGFHGMR-NH,; SPFRYLGAR-NH;; NPRWEFRGKFVGVR-
NH,. Desses neuropeptideos, apenas o SPFRYLGAR-NH; apresenta uma tirosina (Y) ao
invés de uma fenilalanina (F), o que representa uma substituicdo homologa. Os peptideos
APMGFYGT e APMGFYGTRG parecem ser formas imaturas do neuropeptideo
APMGFYGTR-NH,, que apresenta a sequéncia conservada caracteristica para a espécie. Os
peptideos que ndo apresentam a sequéncia conservada sdo: NSIINDVKNELFPEDIN,
ASFDDEYY, IILDALEELD, GVMDFQIGLQ, SLEEILDEI e 0o SLEEILDEIK.

Dentre as taquicininas que vém sendo detectadas e sequenciadas por espectrometria de
massas (BROCKMANN et al., 2009; BOERJAN et al., 2010), as TRPs que ndo apresentam a
sequéncia conservada podem ser classificadas como peptideos espacadores. Esse termo,
introduzido por Wegener e Gorbashov (2008), refere-se a peptideos ndo conservados oriundos
de um precursor polipeptidico. Muito provavelmente, os peptideos com a sequéncia
conservada interagem com 0s receptores, enquanto os peptideos espacadores, liberados dos
precursores assim como 0s demais peptideos, provavelmente ndo tenham funcdo na
transducdo de sinal (BOERJAN et al., 2010). Tem sido demonstrado, por exemplo, que a
regido C-terminal (R-NH,) seja critica para a atividade mioestimulatéria dos peptideos
UruTK-1 (LAQSQFVGSRa) e Il (AAGMGFFGARa) no intestino posterior de barata; a
substituicdo por M-NH, diminuiu a atividade do peptideo em 1000 vezes (IKEDA,
MINAKATA e NOMOTO, 1999).



Figura 15. Alinhamento das sequéncias peptidicas descritas por Brockmann e colaboradores (2009) e
Boerjan e colaboradores (2010) com a sequéncia da proteina alatostatina (Cédigo de acesso no NCBI:
NP_001161181.1). (A) AYTYVSEY - 99443 Da. (B) LPVYNFGI-NH, - 920,51 Da. (C)
AYTYVSEYKRLPVYNFGI-NH, — 2181,13 Da. (D) GRDYSFGL-NH, — 912,45 Da. (E) RQYSFGL-NH, —
868,46 Da. (F) GRQPYSFGL-NH, — 1022,53 Da. (G) PNDMLSQRYHFGL-NH, — 1575,76 Da. (H)
AVHYSGGQPLGSKRPNDMLSQRYHFGL-NH, - 3013,51 Da.
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Figura 16. Alinhamento das sequéncias peptidicas descritas por Brockmann e colaboradores (2009) e
Boerjan e colaboradores (2010) com a sequéncia da proteina taquicinina (Codigo de acesso no NCBI:
NP_001011576.1). (A) ALMGFQGVR-NH, — 976,53 Da. (B) NSIINDVKNELFPEDIN - 1972,97 Da. (C)
APMGFQGMR-NH, — 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-NH, — 997,48 Da. (l)
APMGFYGTRG - 1055,49 Da. (J) IILDALEELD - 1142,61 Da. (K) GVMDFQIGLQ - 1106,41 Da. (L)
ARMGFHGMR-NH, — 1060,52 Da. (M) SPFRYLGAR-NH, — 1064,59 Da. (N) NPRWEFRGKFVGVR-
NH,— 1745,96 Da.

A
#10001 1 H: \ . MVl - KONSASLNS ENI . NS T THDAKN ]
¥10902 1 9
w1001 &i b B, =t — . . . < e 168
710007
#10001 161 MOGY KN KRAPMG KK _ "G TR TT =
¥ 10802

410001 241 IOVESGSES FRIARNGF HGMRGKRDANG [ YGSNS LF GYQDMRNRGNNE PVYQVEKRSPERY LGARGKKN 320
i 1gae2

1800l 321 FRGKFVGVRGKESSLGTY 339

¥ 100032

B
410001 1 [ . ' PTGHOEMOGKONSASLNSENFGTFRRALMGFOGYRGKKNS LINDVKNELF 20
Alegez 1 NSTINDVENELF 12
718001 B1  PEDINKRAPMGFQGMRGKE DEYYEK 4G FQGMRGKR I KOWYLIDYT 160
¥16002 13 N 17
/10801 161 i KIFE L LGEW MGEY . oy FITY HPEOYEKRST 240
J198a2

710001 241 VESGSESFKRARMGFHGMRGKRDAA NSSTVGTIFGYQDMRNRGNNFPVY OV (LGARGKENPRWE 320
710062

410801 321 VEVRGKK Vi 339

419802

C
Flekal 1 LLMVSITLVIAE I KRAT OGO ISENFGIFKRALMGFOGVRGKENST INDVEN 86
718067
#1801 a1 RERARPMGE GE I e AT o i i Y y e 168
7lepaz 1 APMGF G 9
710001 161 NTLD GEW RGK) KRGVMEF QT GLORKY IOV DYATNPEDYER 748
¢100032
418601 241 . SESFRRARMG) WSS ! HINRGN! KK 326
7100037
718881 371 VGVRGKKSS 339
¢ 10602

69



D

#Fleeel 1 MITHSTFLLMVSITLVIAEESDNVL FDKRAPTGHOEMOGKONSASLNSENFGIFERALMGFOGVRGKKNS TINDVENELF 89
#1peaz

F10001 81  PEDINKRAPMGEQGMAGKKASFDDEYYKRAPMGFQGHMAGKKSLEEILDEIKKKTTRFQDARSKIVYLIDYPEDYGKRVLS 160
F1eee? 1 e o ] o f
#110001 161 MOGYQNILDKKDELLGEWEKRAPMGEYGTRGEKIILDALEELDKRGVMDFQIGLOREKDT TFODYLDYAINPFDYEKRST 248
10082

#F10801 241 DFODVESGSESFERARMGFHGMRGKRDAAGTYGSNSSTVGETTFGYODMANRGNNFPAWOVEKRSPIRYL GARGKENPRKE 328
BLEIHT St S ot Bt Bt o e o il o o i o e e it e A Wi el il i o Ul s
#19901 321 FAGKFVGVRGKESSLOIVE 339

L S e T

E

#ioee1 1 MITHSTFLLMVS LT LVIACESONVLFDRRAPTGHOEMOGRONSASLNSENFGI FRRALMGFOOVRGKENS TINDVENCLE 86
BIIBERD 0 s e cimm i s i o i - . ., L
F10001 81  PERINKHAPMGEOGMARGKKASF DDEYYEKRAPMGIQGMAGKKS LEETLOEIKKETTRFQOSASKDVYLIDYPEDVGRAVLS 160
#F1aae2 1 B e e ST - S EETLDET - - - g
F1eaal 161 MDGYONILDKEDEL LGEWEKRAPMGEVGTRGKKTTLDAL EFLDKRGVMDFQTGLORKKDTTRDOYL DYATNPFIVEKRST 248
PVIIRET = e i e i i e i e i o ot e i el i W
F10801 241 DFODVESGSESFKRARMGEHGMRGKRNAAGTYEENSSTUGTTEGYONMRNRGNNEFPVYOVEKRSPERYLGARGKENPRIWE 320
#1000

[#10001 321 FAGKFVGYVAGKKSSLOTWVE 339

#1082

F
Fleeol 1 MIIHS LFLLMYSTTLVIAEESONVL FDXRAP TGHOEMOGHONSAS LNSENFGLFEHALMGFDOVRGKKENS L INDVENELFE B8
g S N e R SRR Ny e A R A o A N R N S e
F18081 81 PEDINKRAPMGFOGMRGKEASFODEYYKRAPMGFQGMRGEESLEE 1LDE IKKK T TRFQDSRSKINYLIOYPEDYGKRVLS 168
b I SLEETLOEIK -=+==nrssosenssssnnanasacasn- 18
10001 161 MOGYONILDKKDELLGEWEKHAPMGEYGTRGKK L ILDALE ELOKHGVMDFQLIGLORKEDTTEDOYLDYAINPFOVEKRST 240
HLIB2 0 cccescsescsceicecssssscscesssssessssssssssssscssssssssssssssssssssssscassas
Fledal 241 OFEVESGSESFRKRARMGFHGMRGKRDAAGIVGSNSSTVGTIFGYQDMRNRGHNFPVYOVERRSPFRYLGARGRENPRWE 328
s T T —r
F1e681 3221 FROKFVGVRGKKSSLOTVE 339

1eaa2

70



G
¥1gaa1 1 MITHSTFLLMVST TLVIAEESONVLFDERAPTGHOEMOGKONSASLNSERFGI FERALMGFOGVRGKKNS TINOVENELF 88
#10087 i el el i e S o e
F10681 81  PEDTNKRAPMGFQGMRGKKASTDDEYYKRAPMGFOGMAGKKSL EETLDETKKKTTREQDSRSKIVYL IDYPEDYGKRVLS 168
[ 1ea82
F18081 161 MOGYDNTLDKKDELLGEWEKRAPMGIYGTRGEKT TLDAL FFLDKRGVMDFQIGLOREKDTTFOOY LDYATHPFOVEKRST 248
#1ee02 1 APMGEYGT 8
710081 241 DFODVESGSESFERARMGFHGMRGKRDAAGIYGSNSSTVGTIFGYODMRNRGNNFPVYOVEKRSPFRYLGARGRENPRWE 329
L e PP
WI10001L 321 FHGEFVGVRGEESSLOTYVE 339
#1088z
H
Fieeal 1 MITHSIFLLMYSTTLVIAEESONVL FOKRAPTGH)EMOGRONSAS LNSENFGTFKRALMGRQGVRGKKNS TINOVENELF 80
F1eaa2
10801 B1  PEDINKRAPMGFOGMRGKKAS FDDEYYKRAPMGFOGMRGKKSL EETLDEIKKKTTRFQDSRSKDVYL IDYPEDYGKRYLS 168
S10862
#1001 161 MOGYONTLOKKDELLGEWEKRAPMGFYGTRGKETTLDAL EFLOKROVMDFQTGL QREKDTTFODYLDYATNPFOYERRST 240
wieesz 1 APMGFYGTR 9
F10001 241 DFQDVESGSESFKRARMGFHGMRGKRDAAGIYGSNSSTVGTIFGYQDMANRGNNEPVYQVEKRSPFRYLGARGKKNPRWE 320
PloED: R N S T e e e e e e R T S R T T TR s
#10801 321  FAGKFVGVRGKKSSLOTVE 339
WIS 0 e L
|
Floeel 1 MITHSIFLLMVSITLVIAEESDNVLFDERAPTGHOEMOGKONSASLNSENFGIFKRALMGFOGVRGKENSTINDVENELF  BO
#18067 S R e e e ok e P S S T S it L et = R
#18881 81  PEDINKRAPHGFOGMRGKKASFODEYYRKRAPMGFOGMRGKKSLEETLDETKKK TTREQDSRSKDVY L IDYPEDYGKRVLS 168
BRI s enom i T e e e e e e e e e e
[#10001 161 MDGYONILOKKDELLGEWEKRAPMGFYGTRGEKTILDALE ELOKRGYMDFQIGLOHKKD T TFODYLOYAINPFDYVEKRST 248
Flegez 1 APMGFYGTRG 1@
#1084 241 DFQDVESGSESFKRARMGE HGMRGKRDANG L YGSNSS TVGT TFGYQUMENRGNNFPYYOVEKRSPFRYLGARGEKNPRKE 320
[# 109982
10081 321 FROKFVGVRGKKSSLOTVE 339

¥ 184882

71



# 1en 2

J
#Filode1 1 MIIHSTFLLMYS L TLV LA ESONVLFDKRAP TGHOEMOGKONSASLNSENFGLFERALMGFOGVRGKKNS LINDVKNELF 89
10002
F10891 81  PEDINERAPMGEOGMRGKKASFDDEYYKRAPHGE QGMAGKKS LEETLDETKKKTTRFQDSASKDOVY L IDYPEDYGKRVLS 168
b e A L S P D P P —
10481 161 MDGYQNILDKKDELLGEWEKRAPMGFYGTRGKKIILDALEELDKRGVMDFQIGLORKKDTTFDDYLDYAINPFOYEKAST 240
Bioddd 1 e e adaaaiasaaaan IILDALEELD---cscssccccc s smsscmcccanasnsnsan 10
#10001 241 DFOOVESGSESFRRARMGEHGMAGKRIAAG [YGSNSSTVG T LFGYODMANRGNNF PVYIVEKHSPFRYLGARGEKNPAWE 328
10002
F10081 321 FROKFVOVAGKKSSLOTVE 339
- g
K
wiegel 1 MITHS IFLLMYSTTLVIAEESDNVL FOKRAPTGHOEMQGKONSAS LNS ENFGLFERALMGFOGVRGKENS LINDVENELF 80
-
F10001 81 PEDINERAPMGFOGMAGKEASFOUEYYERAPMGFOGMAGKKSLEETLDETKKETTRFQDSRSKDVYL IDYPEDYGERVLS 160
F10881 161 MOGYONILDKKDELLGEWEKRAPMGFYG TRGKKLTLDALEE LOKRGVMDFQLGLORKKDT TFODYLOYAINPFDYEKRST 240
108602 1 GVMDFQIGLE 1@
#1001 241 DFODVESGSESFKAARMGFHGMAGERDAAGIYGSNSS TWET LFGYQUMRNRGNNF PYYOVEKASPFRYLGARGKENPRWE 320
¥ leob2
F10001 321 FRGKFVGVRGEKSSLOTVE 339
F10002
L
M1e0a1 1 MIIHSIFLLMYSETEVIAE ESONVLFDERAPTGHQEMDGKONSASLNSENFGTFKHALMGFQGVRGKKNS [INDVENELF 88
16002 it S FR e e e R S PR = L S o e L e L s [ S
#10001 81  PEDINERAPMGFOGMAGEKASFODEYYERAPMGFQGHMAGKKSLEL TLDEIKKET TRFQDSRSKOVYLLDVPEDYCERVLS 166
#10862
16901 161 MDGYQNILDKKDELLGEWEKRAPMGFYGTHGKKLILDALEELDKRGVMDFQLGLORKEDT TFDOYLDYAINPFDYERKHRST 248
10002 et S FR e e e R T T S R b e
F1ea8l 241 DFODVESGSESFKRARMGFHGMRGKRDAAGIYGSNSSTVGTIFGYOOMANRGNNFPVYOVEKRSPFRYLGARGKENPRWE 328
H1eee2 1 = MURMGFHENMH - 9
F1e001 321 FROKFVGVRGKKSSLOTVE 339

72



73

M
Jl100a1 1 ! PTGHOEMG N HSEN } H M il
7 leead

J 10081 Al MAT ! I KTTH | Y J J 160
f10aa2

710001 161 MOGYONTLDKH WEKRAPH | KRG NPFDVEKRST 248
1 18982

418391 241 HIO 1 L " FlaNSSTY PRty N Jra
S1oaaz 1 PFRY G

Jloaal 321 G FVGVRGES W 339
7 10992

N
#1099l 1 V5 VLI HQEMQGRDN NS (KNS LTNDVENE 8
410802

:Il.“'l H] H 1 3 ¥ } Y'Y E ¥y i . K b LK h ¥l (" '||'|“-

216081 241 . ESF) g VGSNSSTVGTTRGY (NFPVYOVED LGARGKKNE 398
710062 1 N P

A10001 321 | \ ] 333
Sloga? 6 RGKFY 14

Fonte: Dados da pesquisa.

5.5 Da imagem molecular ao comportamento

Apos a obtencdo dos espectros de massas e 0 desenvolvimento do mapa de contorno,
foram criados mapas de distribuicdo para as duas proteinas precursoras de neuropeptideos,
identificadas: alatostatina A (codigo de acesso: NP_001161181.1) e taquicinina (cddigo de
acesso: NP_001011576.1). Os codigos de acesso correspondem as sequéncias depositadas
junto ao banco de proteinas do NCBI, em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Levando-se em conta a presenca das duas proteinas identificadas no tecido, as imagens
moleculares foram geradas a partir dos valores de m/z oriundos da digestdo tedrica de cada
uma dessas proteinas. Para a realizacdo da digestdo teorica foi utilizada a ferramenta de
bioinformética ProteinProspector, com o auxilio do programa MS-Digest, disponivel em:
http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/msform.cgi?form=msdigest. O conjunto de
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valores de m/z gerado corresponde aos ions moleculares monoprotonados de todos os
fragmentos tripticos de cada proteina, gerados na presenca da enzima tripsina.

Para obter maior especificidade da distribuicdo da proteina no tecido, utilizamos
somente as imagens moleculares geradas pela superposicdo de todos os valores de m/z dos
peptideos tripticos de cada proteina precursora. O procedimento descrito foi realizado para os
individuos ndo agressivos e para os individuos que tiveram o seu comportamento agressivo
estimulado. Os resultados obtidos podem ser observados na figura 17. Inicialmente, foi
obtida a imagem gerada pela superposicao de todos os espectros obtidos, i.e, Cromatograma
de lons Totais (TIC), o que possibilita observar regibes de maior atividade cerebral em
relacéo a expressdo de proteinas (Figura 17 A).

Além disso, também foram geradas imagens moleculares representando a distribuicao
geral das duas proteinas precursoras de neuropeptideos — Taquicinina e Alatostatina A
(Figuras 17 B e C, respectivamente). Nessas imagens, o padrdo de coloracdo representa um
método semi-quantitativo baseado em uma escala de cores que varia do de 0% a 100 %. Dessa
forma, regides que apresentam maiores concentracdes de proteinas estdo representadas
proximo da intensidade de 100%, e regiGes com menores concentracdes de proteinas estdo
representadas por cores em gradiente decrescente em intensidade.

Nas imagens correspondentes a sec¢do do cérebro do grupo ndo agressivo (Figura 17 -
esquerda), podemos observar um padrdo de localizacdo semelhante entre a proteina
taquicinina e a alatostatina. Nesse grupo observamos uma elevada deteccdo de proteinas em
regibes especificas do cérebro, tais como lobo antenal, medula, corpo central e algumas
regides dos corpos pedunculados. A regido do lobo antenal é caracterizada por ser o principal
centro nervoso olfativo (centro olfativo primario), responsavel por processar informacdes de
odores captados pelas antenas; essa regido também é considerada como um dos principais
centros nervosos envolvidos na aprendizagem olfativa. A regido da medula encontra-se no
lobo dptico e auxilia no processamento de informacdes oriundas dos olhos compostos. O
corpo central é o principal centro de controle locomotor, que integra inputs visuais e modula
respostas motoras (outputs). A regido dos corpos pedunculados (Moshroom body — MB) esta
envolvida no processamento de informacOes de alta ordem no sistema nervoso central dos
insetos, tais como a integracdo sensorial, na aprendizagem, na memoria e na orientacdo
espacial; os MBs sdo descritos por atuarem na integracdo de todos 0s inputs sensoriais em
abelhas. Desse modo, os dados obtidos sugerem uma intensa atividade cerebral de modo ndo

simétrico nos centros visuais, centros olfativos e nos centros de integra¢do sensoriais e motor.
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No grupo de abelhas que tiveram o comportamento agressivo estimulado (Figura 17 -
direita), observamos o mesmo padrdo de localizagdo para ambos 0s precursores estudados.
Podemos observar, também, uma diminuicdo da deteccdo de proteinas, que se distribui para
varias regides cerebrais quando comparada ao grupo ndo agressivo. Esses dados sugerem que
tanto as proteinas precursoras alatostatina quanto a taquicinina sofreram uma rapida clivagem,
e sucessivo transporte dos neuropeptideos maduros. As distribuicGes de proteinas observadas
corroboram para a hipdtese de que essas proteinas atuem como precursores de
neuropeptideos, e que possivelmente ndo tenham funcédo biologica em sua forma nativa para o
comportamento estudado. Em ensaios experimentais futuros, as hipoteses citadas serdo
investigadas com maior detalhamento.

Desse modo, a técnica desenvolvida no presente trabalho oferece uma excelente
oportunidade para analisarmos a expressdo de proteinas in situ, bem como para estudarmos os

mecanismos moleculares envolvidos no comportamento social desses insetos.
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Figura 17. Comparagdo do grupo ndo agressivo (coluna da esquerda) com o grupo em que O
comportamento agressivo foi estimulado (coluna da direita). (A) Imagens moleculares
correspondentes ao cromatograma de ions totais. (B) Imagens moleculares correspondentes a
proteina taquicinina. (C) Imagens moleculares correspondentes a proteina alatostatina.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para estudarmos os mecanismos moleculares envolvidos no comportamento social das
abelhas foram selecionados como alvo principal deste estudo 0s neuropeptideos, uma vez que
essas moléculas estdo envolvidas, de maneira geral, em diversas fungdes bioldgicas e séo

caracterizadas por ser um dos grupos de maior importancia na modulacdo de processos
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fisiologicos e comportamentais (BROCKMANN et al., 2009). Dentre a classe dos
neuropeptideos, foram selecionados alguns peptideos pertencentes a classe das alatostatinas e
taquicinina devido a grande relevancia bioldgica dessas classes de moléculas. Para a criacdo
das imagens moleculares foram utilizados alguns neuropeptideos descritos por
(BROCKMANN et al., 2009; BOERJAN et al., 2010).

As sequéncias peptidicas e as massas moleculares descritas por esses autores podem

ser visualizadas na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncias de peptideos descritas por Brockmann e colaboradores (2009) e Boejan e
colaboradores (2010), para as classes de neuropeptideos taquicininas e alatostatinas.

842,36 APMGFYGT
976,53 ALMGFQGVR-NH:
992,47 APMGFQGMR- NH:
997,48 APMGFYGTR- NH:
1008,38 ASFDDEYY
1050,47 APMGFQGMRG
N 1055,49 APMGFYGTRG
TSfQCVS:QC')'r‘S 1059,54 SLEEILDEI
1060,52 ARMGFHGMR- NH:
1064,59 SPFRYLGAR- NH:
1106,55 GVMDEQIGLQ
1142,61 IILDALEELD
1187,63 SLEEILDEIK
1745,96 NPRWEFRGKFVGVR- nH:
1972,97 NSIINDVKNELFPEDIN
868,46 RQYSFGL-NH:
912,45 GRDYSFGL-NH:
920,51 LPVYNEGI-nH:
Allatostatin 994,43 AYTYVSEY
precursor 1022,53 GRQPYSFGL-NH:
1575,76 PNDMLSQRYHFGL-NH:
2181,13 AYTYVSEYKRLPVYNFGI-NH:
3013,51 AVHYSGGQPLGSKRPNDMLSQRYHFGL-N:

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5.1 Alatostatinas

Existem trés familias de alatostatinas (ASTS), 0s peptideos descobertos com base na
sua habilidade de inibir o horménio juvenil (JH) em insetos: (i) as alatostatinas do tipo A -
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ASTAs, representando a familia FGLa (sequéncia C-terminal comum para todos 0s membros
da familia), descoberta inicialmente em baratas (WOODHEAD et al., 1989; COAST e
SCHOOLEY, 2011); (ii) as alatostatinas do tipo B — ASTBs, representando a familia
W(X)sWa (sequéncia C-terminal comum para todos os membros da familia), descoberta
inicialmente em grilos (LORENZ et al., 1995); e (iii) as alatostatinas do tipo C — ASTCs,
representando a familia PISCF (sequéncia C-terminal comum para todos os membros da
familia), descoberta em mariposa (KRAMER et al., 1991; COAST e SCHOOLEY, 2011).

As alatostatinas também sdo caracterizadas por estarem presentes através de toda a
classe Insecta e em muitos outros organismos pertencentes ao filo dos invertebrados, atuando
na regulagdo de diversas atividades biologicas, tais como a modulagdo da atividade
miotropica e da neurotransmisséo, aléem da regulagdo do JH (STAY e TOBE, 2007). Enquanto
algumas atividades biologicas das ASTAs sdo comuns a diferentes espécies, outras atividades
parecem ser espécie e ordem especificas. A acdo das ASTAs tem sido amplamente descritas
em especies individuais e, portanto, ainda é desconhecido se as ac¢Ges bioldgicas podem ser
inferidas através de toda a classe Insecta. Os neuropeptideos ASTAS, por exemplo, séo
caracterizados por serem alostaticos (inibirem a sintese do JH) em baratas e, provavelmente,
n3o desempenham a mesma funcdo em dipteras e em abelhas (DUVE et al., 1993; BELLES et
al., 1999; BOERJAN et al., 2010). Nestes, outro tipo de ASTs (ASTBs e/ou ASTCs)
desempenham a funcgdo alostatica, sugerindo que apenas um tipo de AST atue na inibicdo do
JH em cada espécie (NASSEL, 2002).

No caso da familia FGLa/AST, as diferentes atividades bioldgicas incluem: a inibicao
da producdo de vitelogenina pelo corpo gorduroso em baratas; a inibicdo da atividade
miotropica particularmente em tecido intestinal de dipteras e ortopteros; na regulacdo da
liberacdo de enzimas digestivas no intestino médio de baratas; na neurotrasmissdo em
ganglios gastrointestinais em caranguejos e, possivelmente, no sistema nervoso central de
baratas, exemplificando a ampla atuacdo das ASTAs na modulacdo de atividades bioldgicas
diversas (KASTIN, 2013).

No presente trabalho foram criados mapas de distribui¢cdo para alguns neuropeptideos
pertencentes a classe das alatostatinas A. Na figura 18 podemos observar os mapas de
distribuicdo dos neuropeptideos LPVYNFGI-NH; (m/z 921.51), AYTYVSEY (m/z 995.43),
GRQPYSFGL-NH; (m/z 1023.53) e AYTYVSEYKRLPVYNFGI-NH, (m/z 2182.13).

No grupo nédo agressivo (Figura 18 - esquerda) podemos observar, de maneira geral,
uma baixa deteccdo de neuropeptideos maduros (coloragdo azul), que estdo distribuidos em
quase todas as regides do cérebro. Todavia, nos individuos agressivos (Figura 18 - direita)
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observamos uma intensa concentracdo desses peptideos (coloracdo verde, amarela e
vermelha) no lado esquerdo e em algumas regides centrais, como por exemplo, na regido do
MB, lobo 6ptico (l6bula e medula), corpo central e lobos antenais, sugerindo que esses
neuropeptideos possam desempenhar uma série de funcgbes diferentes no sistema nervoso das
abelhas. Através da comparacdo da deteccdo de ASTAS entre os dois grupos estudados
(Figura 18), podemos observar um padrédo de localizagdo e intensidade diferentes. Esses
resultados sugerem que o estimulo ao qual as abelhas foram submetidas teve efeito no
comportamento e na fisiologia desses insetos.

A intensa concentracdo de neuropeptideos pertencentes a 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
realizacdo de um comportamento extremamente complexo que € a agressividade. Os
resultados sugerem que esse comportamento envolve quase todas as estruturas cerebrais da
abelha, em especial os MBs, lobos 0Opticos, corpo central e lobos antenais. Esses dados podem
ser mais bem compreendidos se analisarmos o envolvimento do comportamento agressivo
com a realizacdo de tarefas extremamente complexas pelo cerebro, tais como o acesso a
memoria, 0 controle da navegacao, da comunicacdo e a integracdo de estimulos sensoriais, 0
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
regulacdo do comportamento agressivo em A. mellifera.

Observando as imagens moleculares das ASTAs nos individuos que tiveram o
comportamento agressivo estimulado podemos observar que as regibes mais intensamente
marcadas sdo as do sistema visual e os MBs. No sistema visual, podemos observar uma
intensa marcacdo nas regides da I6bula e medula, em especial do lado esquerdo do cérebro,
indicando atuacdo desses peptideos no processamento visual. Estudos da morfologia dos
neurdnios imunorreativos a AST nessas regifes sugerem um envolvimento com a detec¢édo 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 detecgéo de
movimentos depende da precisdo spike-tempo, e que as ASTs ja foram descritas por
influenciarem essa precisdo em outros sistemas através de sua agdo inibitoria, a presenca de
ASTAs nessas regides do sistema nervoso poderia atuar aumentando a precisdo spike-tempo e
atuar na deteccdo de movimento. Desse modo, poderiamos explicar a elevada detecgdo de
ASTASs nos individuos que tiveram o comportamento agressivo estimulado, uma vez que a

deteccdo de um estimulo visual em movimento é extremamente importante para a abelha



80

detectar e ferroar o alvo, todavia a atividade desses peptideos precisaria ser testada
fisiologicamente para comprovar essa hipotese.

A intensa marcacdo nas regides do MBs nos individuos estimulados poderia ser
explicada devido ao aumento do processamento de informacOes sensoriais estimulados
durante a 0 comportamento agressivo. Esse comportamento requer a entrada de informacdes
sensoriais, seguido por sua interpretacdo e integracdo desses sinais para a geracdo de uma
resposta apropriada. A estimulacdo da agressividade em abelhas envolve o alerta a um
determinado estimulo (objeto escuro se movendo), interagcdes sociais, liberagdo de feromonio
de alarme (o recrutamento das demais operarias para defender a coldnia), recrutamento (a
defesa do ninho ndo é realizada em nivel de individuo, mas em nivel de col6nia) e ataque.
Esses fatores conferem aos MBs um papel extremamente importante para o comportamento
estudado, uma vez que sdo responsaveis por integrar todos 0s inputs sensoriais, atuar na
orientacdo espacial e locomocdo, na formagcdo da memdria e por controlar as respostas
motoras em abelhas. Os corpos pedunculados também tém 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 sinapticas resultam
na supressdo do comportamento (BAIER, WITTEK e BREMBS, 2002). De modo similar,
poderiamos especular que em A. mellifera essas estruturas também desempenhem um papel
importante, e que 0s neuropeptideos estudados atuem nessas estruturas modulando o
comportamento.

A partir dos dados experimentais podemos observar, também, que alguns
neuropeptideos sdo menos intensamente marcados do que outros em determinadas regides do
cérebro. Se observarmos a concentracdo relativa do neuropeptideo de m/z 2182.13 mostrado
na figura 18 D com a concentracdo dos demais neuropeptideos vamos observar uma grande
diferenca entre eles. Todavia, ndo é possivel afirmarmos qual das ASTAs estudadas apresenta
maior importancia na modulacdo da agressividade, uma vez que alguns neuropeptideos
podem atuar na modulagédo de diferentes atividades dependendo do local de sua concentracdo
e de sua area de atuacdo no sistema nervoso (STAY e TOBE, 2007; BROCKMANN et al.,
2009). Desse modo, para um entendimento mais especifico da atua¢do desses neuropeptideos

no cérebro das abelhas seriam necessarios estudos adicionais.



Figura 18. Compara¢do do grupo ndo agressivo (coluna da esquerda) com o grupo
em que o comportamento agressivo foi estimulado (coluna da direita) para alguns
neuropeptideos do grupo das alatostatinas comparando 0s grupos ndo agressivo e
agressivo. (A) Imagens moleculares correspondentes ao neuropeptideo alatostatina
com m/z 921,51 (B) Imagens moleculares correspondentes ao neuropeptideo
alatostatina com m/z 995,43 (C) Imagens moleculares correspondentes ao
neuropeptideo alatostatina com m/z 1023,53 (D) Imagens moleculares
correspondentes ao neuropeptideo alatostatina com m/z 2182,13.
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5.5.2 Taquicininas

Os neuropeptideos taquicininas (TRPs - Tachykinin-related peptides) formam um
grande grupo de peptideos dos invertebrados. Esse grupo é caracterizado por apresentar a
seguinte sequéncia no lado C-terminal: -FX;GX;R-NH; (sendo 0 X; e 0 X, varidveis). As
duas primeiras TRPs identificadas foram oriundos de C. boreali: o nonapeptideo CabTRP-la
(APSGFLGMR-NH,) e o heptapeptideo SGFLGMR-NH,, o primeiro a ser identificado em
muitos outros decapodas. Posteriormente foi identificado um terceiro neuropeptideo oriundo
do decapoda Cancer crabs, seguidos da identificacdo trés novos nonapeptideos identificados
de Litopenaeus vannamei, sendo caracterizados por apresentarem sequéncias N-terminais um
pouco diferentes: APAGFLGMR-NH,, APSGFNGMR-NH; e APSFGLDMR-NH; (KASTIN,
2013). Curiosamente, apenas trés decapeptideos de taquicininas foram identificados em
Daphnia pulex (DIRCKSEN et al., 2011).

As taquicininas sdo caracterizadas por atuarem na regulacdo de diversas atividades
biologicas, tais como os neuropeptideos CabTRP-la e TPSGFLGMR-NH2 que atuam na
regulacdo da atividade pilorica e gastrica em decapodas. Esses neuropeptideos quando
testados a 10°M, ambos os peptideos estimulam um aumento significante na frequéncia e
amplitude das contracBes do coracdo (SWENSEN e MARDER, 2001; CHRISTIE et al.,
2010). Nas baratas Leucophaea maderae a TRP-4 (=Met6 — CabTRP-la) é responsavel por
modular a sensibilidade de fotorreceptores em combinacdo com 0 GABA (GLANTZ et al.,
2000). O peptideos CabTRP-Ia liberado a partir de células do intestino médio parecem elevar
0s niveis circulantes do peptideo em animais em jejum, podendo levar a acdo miotrépica na
musculatura do intestino anterior (CHRISTIE et al., 2010). Desse modo, podemos observar
que as acdes bioldgicas dos neuropeptideos TRP parecem ser espécie especifica, assim como
ocorre com as taquicininas.

No presente trabalho foram criados mapas de distribuicdo para alguns neuropeptideos
pertencentes a classe das taquicininas. Na figura 19 podemos observar os mapas de
distribuicdo dos neuropeptideos APMGFYGTR-NH, (m/z 998.48), APMGFQGMR-NH;
(m/z 993.47), ARMGFHGMR-NH, (m/z 1061.52) e NPRWEFRGKFVGVR-NH, (m/z
1746.96).

No grupo nédo agressivo (Figura 19 - esquerda) podemos observar, de maneira geral,
uma baixa deteccdo de peptideos maduros (coloragdo azul) que estdo distribuidos em quase
todas as regifes do cérebro, exceto o neuropeptideo de m/z 1061.52 que foi detectado em
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baixissima concentracdo. Todavia, nos individuos agressivos (Figura 19 — direita) observamos
uma intensa concentracdo de peptideos (coloracdo verde, amarela e vermelha) no lado
esquerdo e em algumas regibes centrais, assim como ocorrem para as ASTAs estudadas. De
modo geral, todas as TRPs estudadas (Figura 19) estdo distribuidas diferencialmente quando
comparados 0s dois grupos experimentais. Essa distribuicdo diferencial pode indicar
diferentes alvos, e, possivelmente, diferentes acGes e papéis funcionais dos diferentes
neuropeptideos estudados.

Para o grupo da agressividade podemos observar um grande aumento no padrdo de
expressdo de peptideos, o que sugere uma intensa atividade cerebral nesses organismos. As
mudancas bioquimicas no cérebro desses insetos parecem mediar mudancas no
comportamento. Os resultados sugerem, ainda, que as respostas comportamentais geradas
envolvam a atuacgéo de diferentes estruturas cerebrais, em especial os MBs e 0s lobos Opticos
(medula e lébula), que desempenham papéis importantes na integracdo e interpretacdo dos
estimulos. Desse modo, podemos inferir que as TRPs analisadas possam estar envolvidas com
a regulacdo do comportamento agressivo em A. mellifera, assim como foi observado para os
neuropeptideos ASTSs.

Os dados experimentais também demonstram que alguns neuropeptideos, como por
exemplo, 0 ARMGFHGMR-NH; (m/z 1061.52) estava presente em concentracdes infimas no
grupo ndo agressivo e posteriormente foi encontrado em concentracdo relativamente alta no
grupo agressivo, fortalecendo a hipo6tese de que esse neuropeptideo tenha papel importante na
modulacdo do comportamento agressivo. Como mencionado para as ASTAS, podemos
estender para as TRPs, que alguns neuropeptideos podem atuar na modulacdo de diferentes
atividades dependendo de sua concentracdo e de sua area de atuacdo no sistema nervoso
central (STAY e TOBE, 2007; BROCKMANN et al., 2009). Todavia, para um entendimento
mais especifico da atuacdo dos neuropeptideos TRPs no cérebro das abelhas seriam
necessarios estudos adicionais.

Em suma, os dados discutidos anteriormente para as proteinas precursoras de
neuropeptideos (diminuicdo da concentracdo das proteinas taquicininas e alatostatina no
grupo agressivo quando comparado ao grupo ndo agressivo — Figura 17) e os dados de
imageamento molecular dos neuropeptideos ASTAs e TRPs, convergem para fortalecer a
hipotese de que os precursores AST e TRP sofrem uma répida clivagem e sucessivo
transporte dos neuropeptideos maduros para as diferentes regibes do cérebro, sendo esse
processo diretamente relacionado com a modulagdo do comportamento agressivo em A.
mellifera.



Figura 19. Comparacédo do grupo ndo agressivo (coluna da esquerda) com o grupo
em que o comportamento agressivo foi estimulado (coluna da direita) para alguns
neuropeptideos do grupo das taquicininas comparando 0s grupos nao agressivo e
agressivo. (A) Imagens moleculares correspondentes ao neuropeptideo taquicinina
com m/z 998,48 (B) Imagens moleculares correspondentes ao neuropeptideo
alatostatina com m/z 1056,49 (C) Imagens moleculares correspondentes ao
neuropeptideo alatostatina com m/z 1061,52 (D) Imagens moleculares
correspondentes ao neuropeptideo alatostatina com m/z 1973,97.
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6 CONCLUSAO

A técnica de MSI é altamente eficaz para o estudo da distribuicdo de moléculas de
interesse, pois a espotagem/impressdo e a subsequente analise por espectrometria de massas,
fornecem uma enorme quantidade de dados de elevada qualidade, que permitem ndo s
identificar como localizar as proteinas e peptideos nos diferentes compartimentos teciduais, e
adicionalmente conhecer suas concentragdes relativas. Nesse contexto, por correlacionar a
histologia com informacdes moleculares, a técnica apresenta um grande potencial para a
investigacdo da dindmica espaco-temporal dos processos bioquimicos em curso nos sistemas
neurobiologicos.

Os resultados obtidos sdo extremamente funcionais, proporcionando a visualizacdo da
distribuicdo diferencial de proteinas e neuropeptideos in situ no cérebro de abelhas A.
mellifera. Sugere-se, também, que 0s neuropeptideos pertencentes as classes ASTAS e TRPs
sejam oriundos de uma répida clivagem dos seus precursores e sucessivo transporte dos
neuropeptideos maduros para as diferentes regides do cérebro, onde essas moléculas atuam
mediando mudancas comportamentais.

Nesse estudo, observou-se também a alteracdo do perfil neuropeptidico ao
compararmos o0s individuos submetidos a estimulacdo do comportamento agressivo com 0S
individuos de mesma idade que ndo foram submetidos a esse estimulo. Esses dados sugerem
gue o0s neuropeptideos estudados possam estar envolvidos com a modulacdo do
comportamento agressivo em abelhas.

Em suma, pretendeu-se ampliar a compreensao de informacdes que complementem os
estudos genéticos e moleculares realizados até o presente momento na tentativa de elucidar a
complexidade molecular dos sistemas biolégicos e que possam auxiliar, também, na melhor
compreensdo das bases moleculares envolvidas no complexo repertério de comportamento
social apresentado pelas abelhas. No futuro, a técnica agora estabelecida sera utilizada na
tentativa de contribuir para a compreensdo de processos bioldgicos complexos, tais como
aprendizagem, memoria e a modulacéo de diferentes comportamentos sociais.

O presente projeto tambem foi importante por contribuir na formacdo de recursos
humanos na area de desenvolvimento de novas tecnologias em imageamento molecular, com

aplicagdes em Andlise Protedmica e Peptiddomica.
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