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RESUMO

Em todo planeta € notdria a queda populacional das abelhas, o que tem
levado cientistas do mundo inteiro a encontrar meios que auxiliem a preservagao
destes animais. A redugao populacional tem efeito extremamente negativo para
esses insetos devido a diminuigao dos alelos de genes de determinagéo de sexo.
Por isso estudos que busquem a compreensao do papel destes genes podem
vir a ajudar na preservacgao desses insetos. O gene fem desempenha importante
papel da determinagao de sexo e castas de abelhas. A contribuicdo do gene fem
para estes processos em Mellipona interrupta, uma abelha nativa da regiao
amazonica, tem sido investigada por métodos de trancriptdmica. Para contribuir
aos resultados e hipoteses de outros autores sobre a participagdo desse gene
na determinagao de sexo e casta de M. interrupta, este trabalho objetivou em
expressar, purificar e renaturar a proteina rMIFEM. O gene fem sintético foi
clonado no vetor de expressao pGS-21a e expresso em diferentes linhagens de
Escherichia coli, sendo que os melhores resultados foram obtidos na linhagem
Rosetta (DE3). Os clones expressaram uma proteina de 50 kDa (rMiIFEM) na
forma de corpusculo de inclusdo seguido de renaturacgao in vitro utilizando trés
diferentes protocolos. Destes, o que proporcionou melhores resultados foi o
recomendado para renaturagdo de Proteinas SR. Ao se analisar a sequéncia
peptidica da proteina MiIFEM com ferramentas de bioinformatica, identificou-se
um dominio de ligagdo ao RNA que ainda n&o havia sido descrito para essa
proteina, bem como duas regides ricas em arginina e serina (dominios RS que
ja haviam sidos descritos anteriormente) e varios possiveis sitios de fosforilagao.
Utilizando protocolo de enriquecimento de Proteinas SR revelou-se um padrao
diferente nas proteinas de machos, operarias e rainhas, indicando que diferentes
Proteinas SR sao expressas diferencialmente entre sexos e castas. Embora néo
tenha sido possivel verificar a proteina Fem no extrato enriquecido, hipotetiza-
se que Fem de M. interrupta foi precipitada pois apesar de ndo ser uma SR-
proteina ela contém os dominios necessarios para a precipitagdo. A proteina
rMIFEM sera posteriormente utilizada para producédo de anticorpos especificos
anti-Fem, o que auxiliara na compreensao da participagao da proteina Fem na
determinagcao de sexos e castas em M. interrupta.

Palavras chaves: feminizer, Determinacdo de sexo; Determinacdao de casta;
Melipona interrupta; Expressao heteréloga



ABSTRACT

In all planet, the bees' population has fallen, which has led scientists
from all over the world to find ways to help preserve these animals. Population
reduction has an extremely negative effect on these insects due to decreased
alleles of sex determination genes. Therefore studies that seek to understand the
role of these genes may help to preserve these insects. The fem gene plays an
important role in determining sex and bees castes. The contribution of the fem
gene to these processes in Mellipona interrupta, a bee native to the Amazon
region, has been investigated by transcriptomic methods. To contribute to the
results and hypotheses of other authors on the participation of this gene in sex
and caste determination of M.interrupta. This work aimed to express, purify and
renature the rMiIFEM protein. The synthetic Fem gene was cloned into the
expression vector pGS-21a and expressed in different strains of Escherichia coli,
with the best results obtained in the Rosetta (DE3) strain. The clones expressed
a 50 kDa protein (rMiIFEM) in inclusion corpuscle form followed by in vitro
renaturation using three different protocols. Of these, the one that provided the
best results was a recommended for renaturation of SR-proteins. When analyzing
the peptide sequence of the MIFEM protein with bioinformatics tools, an RNA
binding domain was identified that had not yet been described for this protein, as
well as two regions rich in arginine and serine (RS Domains that had already
been described previously) and several possible phosphorylation sites. Using an
SR-protein enrichment protocol a different pattern was obtained in the proteins of
males, workers and queens, indicating that different SR-proteins are differentially
expressed between sexes and castes. Although it has not been possible to detect
Fem protein in the SR-protein enriched extract, it does not exclude the hypothesis
that Fem of M. interrupta is in the precipitate, although it is not an SR-protein, but
having the necessary domains for precipitation. The rMIFEM protein will
subsequently be used to produce specific anti-Fem antibodies, which will help in
understanding the participation of Fem protein in the determination of sexes and
casts in M. interrupta.

Keywords: feminizer; Sex determination; Determination of caste; Melipona
interrupta; Heterologous expression
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1.Introducao

1.1 Abelhas

No mundo existem aproximadamente 20 mil espécies de abelhas (Ascher
e Pickering 2018) que se diferenciam em forma, tamanho e até mesmo quanto
ao nivel de socialidade, mas compartilham a caracteristica de coletarem néctar
e polen, com raras excegbes. A maior parte das espécies de abelhas séo
solitarias (Michener 2007). As abelhas eussociais s&o aquelas onde se observa
um alto grau de organizagéo social, com sobreposi¢céo de geragdes, divisao de
castas e de trabalho, em que cada grupo etario é responsavel por um tipo de
atividade dentro da colmeia. Dentro da familia Apidae, duas tribos de abelhas

sdo consideradas altamente sociais: os Apini € Meliponini (Michener 2007).

Apini é formada apenas pelo género Apis, abelhas comumente
conhecidas como abelhas “europeias”, “africanizadas” que possuem ferrdo para
se defender (Michener 2007) que constroem células de cria organizadas em
laminas de cera verticais (Michener 2007). Ja as abelhas Meliponini apresentam
células de cria dispostas horizontalmente formando discos sobrepostos dentro
da colbnia, fixados por pilastras de cerume (Kerr et al. 1996). Meliponini abrange
todas as espécies de abelhas sem ferrdo com mais de 70 géneros e cerca de
400 espécies, sendo o género Melipona o mais numeroso em espécies (Pedro,
2014). Neste género, as abelhas constroem todas as células do disco de cria de
tamanhos iguais (Figura 1), ndo havendo diferenga entre células de machos,
operarias e rainhas (Kerr et al. 1996). As rainhas emergem praticamente durante
todo ano, sendo que dentre as fémeas nascidas, cerca de até 25% (em
condi¢cdes de boa alimentagéo) séo rainhas (Kerr et al. 1966; Kerr 1975). Fatores
ambientais, tais como temperatura e alimento podem influenciar a proporgao de
produgao de rainhas (Kerr et al. 1966; Nunes-Silva et al. 2006; Becker et al.
2018).
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Figura 1. Disposigao das células de cria e fases do desenvolvimento de abelhas do género
Melipona. As células séo provisionadas de alimento para posterior oviposigdo e operculagdo. A
célula de cria permanece fechada até o completo desenvolvimento do individuo. (1) Ovo; (2) Larva
de 1° estadio; (3) Larva de 2° estadio; (4) Ultimo estadio larval; (5) Larva pré-defecante; (6) Larva
defecante; (7) Pupa; (8) Pupa pigmentada; (9) Adulto recém emergido. Figura e informagdes de
Kerr et al. (1996).

Ao visitarem as flores em busca de pdlen e néctar, as abelhas
desempenham um importante papel na polinizacdo. Sua importancia na
polinizagao é tanta que um tergco da produ¢do mundial depende da polinizagao
proveniente de abelhas (Kerr et al. 2001; Slaa 2006). Segundo a Food and
Agricultural Organization (FAO 2016) cerca de 235 bilhdes a 577 bilhdes de

dolares anuais sao gerados pelos polinizadores através da agricultura global.

Em todo mundo é notdria a queda populacional das abelhas, no ano de
2016 sete espécies de abelhas (Hylaeus anthracinus, H. assmilans, H. facilis, H.
hilaris, H. kuakea, H. longiceps e H. mana) entraram para a lista de espécies
ameacgadas de extingdo segundo o American Fisheries and Wildlife Service
(FWS 2016).

Segundo Kerr (2002) os meliponineos brasileiros estdo sendo destruidos
muito mais rapidamente que o proprio desmatamento da floresta. Os principais
fatores citados s&o as queimadas, desmatamentos, acao de meleiros (que inclui
meleiros indigenas), o uso de inseticidas e até mesmo a fome, que segundo o
autor, leva ao aumento da acdo de meleiros. Inclusive as areas que sao
protegidas pelo IBAMA sao muito menores do que o necessario, para abrigar o
numero minimo de 44 colbnias em sua area de reproducdo para evitar o

decaimento das colbnias (Kerr et al. 2001). A redugao do numero de colbnias da
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mesma especie promove possiveis endocruzamentos que sao prejudiciais para
manutenc¢éo das coldnias. Do ponto de vista de como ocorre a determinacao de
sexo das abelhas, os endocruzamentos podem levar a produ¢cédo de machos
diploides dentro da colénia em propor¢des de 1 macho: 1 fémea, o que leva ao

rapido decaimento da colbnia (Kerr et al. 1996; Carvalho 2001).

O uso de pesticidas por agricultores € outro fator preocupante, pois eles
apresentam efeitos téxicos para as abelhas. No ano de 2018 quatro
neonicotindides foram proibidos na Europa, devido aos seus efeitos toxicos para
as abelhas (Nature News 2018). Aléem da toxidade para as abelhas que entram
em contato com os pesticidas, tais substancias podem levadas pelas abelhas até
as coldnias e prejudicar o desenvolvimento das larvas. Um estudo realizado por
Kessler et al. (2015), mostrou que as abelhas da espécie Apis melifera tinham
preferéncia em visitar flores que haviam sido pulverizadas com pesticidas. Além
da influéncia téxica para as abelhas, outro estudo mostrou que pesticidas tinham

o efeito negativo na produgao de rainhas (Santos et al. 2016).

1.2 Determinacgao de sexo

O mecanismo de determinacdo de sexo em abelhas & melhor
compreendido na espécie Apis mellifera. Apos acasalamento, rainhas podem
botar ovos néo fecundados (haploides) dando origem aos machos naturais ou
ovos fecundados (diploides), que originardo fémeas ou machos diploides (Kerr
1997).

Abelhas ndo possuem cromossomos sexuais. Sendo assim, a presenca
de machos diploides observados em vespas Habrobacon deu inicio a hipétese
de determinagdo complementar do sexo (Whiting 1943). Hoje é bem aceitavel
que o mecanismo de determinagdao sexual se baseia no Loco SDL (Sex
Determintion Locus) sendo que ovos hemizigoticos ou fertilizados homozigoticos
desenvolvem-se em machos e os heterozigoéticos ddao origem a fémeas. Com
base em analises por marcadores moleculares e sequenciamento, Beye et al.
(2003) descobriram uma sequéncia de 13 Kb que era sempre heterozigética em
fémeas. Essa sequéncia foi denominada gene csd (complementary sex
determiner), a qual é traduzida em uma proteina rica em arginina e serina, cuja

porgcao carboxiterminal tem alguma similaridade com o gene tra de Drosophila.
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Estudos com RNA de interferéncia que tinham alvo o gene csd,
demonstraram que fémeas de Apis mellifera passavam a ter gbdnadas
masculinizadas, permitindo inferir que o c¢sd era um dos genes chaves para
determinagao de sexo. A proteina codificada pelo gene csd atua como fator de
splicing e é responsavel por transferir a informagéao primaria de determinagéo de
sexo para o gene seguinte (Carvalho 2001; Beye et al. 2003; Van et al. 2006).
Sabe-se que o gene seguinte da cascata de regulagdo de sexo € o gene
feminizer (fem), que é uma duplicagdo do gene csd, localizado a cerca de 12 Kb
upstream ao gene csd. Estudos utilizando a aplicagcdo de RNA de interferéncia
contra o gene fem em embridbes de fémeas de abelhas Apis mellifera,
demonstraram que o gene estava correlacionado com a diferenciagdo sexual,
uma vez que os mesmos individuos em estagios maduros demonstraram

caracteristicas morfoldgicas e gbnadas masculinas (Gempe et al. 2009).

Por causa dos estudos de determinacédo de sexo para Drosophila e de
analises de bioinformatica, os cientistas ja conheciam o gene dsx (Double Sex)
que codifica um fator de transcricdo de agao universal no desenvolvimento do
sexo (Bopp et al., 2014) e previam que este poderia ser o responsavel por ativar
0s genes sexo-especificos nas abelhas. A proteina Fem que é um fator de
splicing, atua sobre o pré-mRNA do dsx, dando origem a isoforma dsx” em
fémeas. Por outro lado, nos machos a proteina Fem nao é funcional logo o gene
dsx segue o splicing padrdo dando origem a isoforma o dsxM (figura 4) (Gempe
et al. 2009).

1.3 Diferenciagao de castas

Em Melipona, rainhas emergem dos discos de cria ao longo do ano, em
propor¢des que nunca ultrapassam 25% em relagdo ao numero total de fémeas
(Kerr 1950). Kerr propbs que a diferenciacdo de casta em Melipona é genética-
alimentar, onde existe a predisposigcdo genética que pode ser influenciada por
fatores ambientais. Foi proposto que dois genes, Xa e Xb, com dois alelos cada
um, sejam responsaveis por diferenciar a casta em Melipona (Kerr et al. 1966;
Kerr 1973).
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Para que o individuo se diferencie em rainha é necessario que 0 mesmo
seja duplamente heterozigoto para ambos os genes, Xa e Xb, além de receber
uma quantidade de alimento suficiente (Figura 2). Na Figura é possivel observar
proles do cruzamento hipotético de uma rainha com possiveis machos.
Individuos homozigéticos para um ou ambos 0s genes ou mesmo que receberam
alimentagcdo em quantidade insuficiente se desenvolverdo em operarias.
Somente individuos que sao duplamente heterozigoéticos para ambos os genes
de determinacao e tiverem uma alimentagao minima suficiente se desenvolverao
em rainhas. Somente nestas condigdes havera a produgao suficiente de
Hormdnio Juvenil para que o individuo se diferencie em uma fémea completa.
Caso o individuo que seja duplamente heterozigoto para Xa e Xb, ndo receba a
quantidade minima de alimento para a diferenciagao, gera uma fenocépia, ou
seja, nasce uma fémea com fendtipo de operaria, mas com caracteristicas
internas de rainha (Kerr et al. 1966; Kerr et al. 1975; Kerr 1997).

Individuos mal
alimentados —p

Individuos com
alimentagao

. —p>
suficiente

Figura 2. Segregacao de castas em Melipona quadrifasciata, conforme hipoétese Kerr
(1973). Na figura estd esquematizado o cruzamento entre uma rainha duplamente
heterozigoética para os genes Xa e Xb e quatro possiveis machos hemizogoéticos contendo
apenas um alelo de ambos os genes. A prole desse cruzamento gerara operarias quando
homozigético para um ou ambos os genes. Quando duplamente heterozigética e bem
alimentada a larva se desenvolvera em uma rainha, porém mesmo em dupla heterozigose se
o individuo for mal alimentado dara origem a uma operaria. Fonte da imagem: Ciéncia e
Cultura 25 (10) outubro de 1973 (capa).

Outros fatores ambientais também podem agir junto com a predisposi¢ao
genética para diferenciar a casta no género Melipona. Nunes-Silva et al. (2006)

demonstraram que o choque térmico aplicado em abelhas tratadas com
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horménio juvenil (HJ) (a aplicagao tépica do HJ em abelhas leva a produgéo de
até 100% de rainhas conforme verificado por Campos et al. 1975) teve efeito
negativo na produgcdo de rainhas, sugerindo assim que a temperatura pode

influenciar na diferenciacdo de castas.

1.4 fem: um importante gene envolvido tanto na determinagcao de

sexo quanto na diferenciagdao da casta em Melipona interrupta

O gene inicial de determinag&o de sexo (csd) ainda ndo foi encontrado no
género Melipona. Por outro lado, o gene fem, um dos genes chaves de
determinacao de sexo em A. mellifera, foi bem estudado na espécie Melipona
interrupta. O gene fem foi encontrado em M. interrupta por Nunes (2008) e foi
recentemente melhor caracterizado por Brito et al. (2015). Demonstrou-se que
em M. interrupta o gene fem além de estar correlacionado com a determinagéo
de sexo em fases primarias de maturacgao, esta envolvido com a diferenciagcao
de castas em fase mais tardia de maturacédo do individuo. Nesta espécie, fem
tem transcritos sexos especificos sendo que os transcritos de machos e fémeas
se diferenciam por uma sequéncia nucleotidica de 59 pb que esta presente
somente nos machos. Essa sequéncia nos machos, contém um cdédon de
parada, TGA (Figura 3) que faz com que tradugcdo do mRNA do transcrito de
machos seja incompleta, gerando uma proteina truncada (Brito et al. 2015;
Nunes 2008).

0.1 kb

Figura 3. Transcritos sexo-especificos do gene fem em Melipona interrupta. Os retangulos
representam os éxons e as linhas os introns. Observa-se que o transcrito de macho apresenta
um éxon nao presente no transcrito de fémea, esse éxon apresenta um cdédon de parada que
faz com que a proteina FemM seja menor que a FemF. Fonte da imagem: Brito et al. 2015.
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Apesar de ainda néo ter sido identificado o sinal primario de start da
determinacdo sexual, conforme modelo em Apis mellifera, o gene fem em M.
interrupta demonstrou ter uma participagao tanto na determinagéo de sexo como
na diferenciacdo de castas nessas abelhas (Figura 4). Tratando-se de
determinacdo de sexo, acredita-se que em machos este gene segue o splicing
padrao, enquanto nas fémeas ele sofre splicing alternativo com tradugao de uma
proteina funcional. A proteina FemF deve atuar junto com a TRA-2 no splicing
alternativo do mRNA do gene dsx, que quando transcrito da origem a DSXF.
Enquanto nos machos a proteina truncada nao tem efeito nos transcritos de dsx
(Brito et al. 2015; Brito et al. 2017).

Sex determination pathway
Oz Male Female
(n) (2n)
Double
W oo e ()
tra2 food
default default
sex-specific
splicing
activation
. P H
tra2 transcriptional
default activation default
sex-specific
v splicing
. i fem*/ other
feminizing genes
v

v
Female traits Female-like traits Male-like traits

Earlier in development (embryos) Later in development (female larvae)

Figura 4. Cascata de determinagao do sexo e de castas proposta para Melipona interrupta
por atuagdo do gene fem. A esquerda, em azul, estd representado o esquema para a
determinagao de sexo onde fémeas s&o heterozigoéticas. Neste caso uma proteina funcional é
formada, essa proteina junto com Tra2 é responsavel pelo splicing dos transcritos do gene fem,
assim o gene traduz uma proteina também funcional (FemF) que atua no splicing alternativo do
gene dsx, dando origem a isoforma dsxF, a qual ativara genes sexo-especificos de fémeas. Os
machos sao hemizigéticos ou homozigoéticos, portanto o gene fem e o0 gene dsx seguem o splicing
padrdo com expressdo dos genes sexo especificos de machos. Em uma fase tardia do
desenvolvimento larval, a condi¢cao de dupla heterozigose dos genes Xa e Xb e boa alimentagao
do individuo, ha aumento da produgéo de HJ (horménio juvenil), que leva a maior expressao de
fem e outros genes feminilizantes culminando na expressao de caracteristicas secundarias
femininas e a formagéo de rainhas. Por outro lado, a homozigose de um ou ambos os genes Xa
e Xb leva a expressao padrao de HJ e do gene fem que por sua vez acarreta na expressao de
genes masculinizantes, produzindo operarias. (Fonte da figura e dados Brito ef al. 2015).
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Brito e colaboradores (2015) apresentaram evidéncias de que, em uma
fase larval tardia, o gene fem esta correlacionado com a diferenciagao de castas.
A primeira dessas evidéncias descritas pelos autores foi que, ao tratar larvas pré-
defecantes (fase onde ocorre a diferenciacéo de castas) com Horménio Juvenil
(HJ), as larvas passavam a ter uma maior expressao dos transcritos de fem. A
segunda delas foi que em pupa de olho branco as rainhas possuem uma maior
expressao dos transcritos de fem quando comparado com machos e operarias.
Por isso os autores propdem que quando os genes de diferenciagao de castas
propostos por Kerr (1973) — Xa e Xb — estdo em heterozigose e o individuo
recebe uma boa alimentacdo, € ativada uma alta produgdo de HJ. A grande
quantidade de HJ leva a expressdo de fem™ o que leva a ativagdo de genes
feminilizantes, dando origem a rainhas (Figura 4). Por outro lado, a homozigose
de um ou ambos 0s genes ou uma alimentagéao larval insuficiente levam a baixa
produgao de HJ, favorecendo a expressado de genes masculinizantes, dando

origem a operarias (Brito et al. 2015).

Figura 5. Dominios protéicos de MiFem. A proteina MiFem possui
dois dominios ricos em arginina e serina (RS), evidenciados em
vermelho. Um dominio conservado ligado a autorregulardo de insetos
em amarelo. Na porgédo carboxi-terminal existe uma regido rica em
prolina que assim como as regides RS estdo ligadas a interagdes
proteina-proteina. (Fonte da figura e dados Brito et al. 2015)

A sequéncia do transcrito de fem ao ser traduzida in silico revelou dois
dominios ricos em arginina e serina que podem ser observados em vermelho na
figura 5, um dominio ligado a autorregulagdo de insetos em amarelo e um
dominio rico em prolina destacado em azul (Brito et al. 2015). Os dominios ricos
em arginina e serina sao dominios tipicos de uma classe de proteinas chamadas
de Proteinas SR. Essa classe de proteinas esta envolvida no splicing alternativo
do RNA mensageiro, exportacdo do RNA mensageiro para o citoplasma e
algumas até mesmo auxiliando a tradugdo. Como caracteristicas fundamentais,
as Proteinas SR possuem um ou dois dominios de ligagdo ao RNA mensageiro
na regidao N-terminal e um dominio RS. No entanto a proteina Fem nao possui

qualquer dominio de ligacdo ao RNA mensageiro (Manley 1996; Blencowe 1998;
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Nunes-Silva 2008; Brito et al. 2015). Porém, a proteina Fem possui dois dominios
ricos em serina e arginina, o que deve-lhe conferir caracteristicas quimicas
similares as Proteinas SR. Desta forma, Fem pode pertencer a um grupo de
proteinas chamadas de proteinas correlacionadas as SRs (Blecowe 1999;
Nunes-Silva 2008; Brito et al. 2015).

1.5 Mecanismos moleculares das Proteinas SR

Proteinas SR atuam tipicamente como componentes do spliceossomo. Os
sitios no mMRNA cujo os componentes do spliceossomo se ligam podem ser
fracos ou fortes, o quao forte esse sitio € depende do quao conservadas sao
essas sequéncias (Hastings e Krainer 2001; Zarra et al. 2014; Fu e Ares 2014).
Sitios fortes sdo geralmente de splicing constitutivo, enquanto a excisdo de
introns de regides sitios fracos ocorrem dependendo de sequéncias reguladoras
adicionais (Hastings e Krainer 2001; Zarra et al. 2014). Essas sequéncias extras
podem ser encontradas tanto em regides exbnicas como em regides intrénicas
(Adams et al. 1996; Fu e Ares, 2014; Risso et al. 2012) e atuam promovendo ou
inibindo a promogao do splicing (zarra et al 2014; Watson et al. 2015). Uma
dessas sequéncias é chamada de “amplificadores de processamento exdnico”

(ESE, do inglés exonic splicing enhancers) (Figura 6). Neste tipo de sequéncia,

Cross exon Cross exon
1 ]

Cross intron

Figura 6. Funcionamento das SR-proteinas. As proteinas SR (indicadas na figura por SR) se
ligam em regides ESE (exonic splicing enhancers) e, entédo, recrutam as proteinas de splicing
(snRNP) favorecendo que o splicing ocorra. Os dominios SR sao responsaveis pela interagao entre
as proteinas, essas interagdes estdo sendo indicadas pelas setas (Fonte da figura e dados: Maniatis
et al. 2002).
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as Proteinas SR se ligam e recrutam a maquinaria do spliceossomo promovendo
o splicing, onde os dominios RS auxiliam na interacao proteina-proteina. Essas
interagdes, evidenciadas na Figura 6, estdo representadas por setas entre as
SRs e a maquinaria do spliceossomo (Lopez, 1998; Hastings 2001; Maniatis et
al. 2002; Feng et al 2008).

Female

Male

Figura 7. Mecanismo de splicing dos transcritos de dsx em Drosophila melanogaster. O mRNA
do dsx das fémeas é formado pelo éxons 1, 2, 3 e 4 (as linhas vermelhas da parte inferior da figura
indicam a ligagcao destes éxons), este ultimo éxon (4), contém uma sequéncia de poliadenilagéo
indicada por pA. O mRNA do dsx dos machos é formado pelos éxons 1, 2, 3, 5 e 6 (as linhas azuis da
parte inferior indicam a ligagao destes éxons). O exdn 6 contém uma sequéncia de poliadenilagao
indicada por pA. Essa diferenca entre os transcritos de machos e fémeas ocorre porque TRA s6 é
funcional nas fémeas. Por isso, apenas nas fémeas uma proteina heterotrimérica (TRA, TRA2 e RBP1,
representadas na parte superior aumentada), que se liga em 6 sequéncias ESE (em vermelho) no
éxon 4 no hnRNA do dsx. Ao se ligarem recrutam a maquinaria de splicing para uma regidao a montante
logo no inicio do éxon 4, desta forma este éxon permanece no mRNA das fémeas. Como nos machos
essa proteina heterotrimerica nao é formada, o éxon 4 nao é reconhecido pela maquinaria de splicing,
desta forma ele é retirado do mRNA nos machos. Fonte da figura e dados: Maniatis ef al. 2002.

Esse mecanismo de regulagéo de splicing por intermédio das SRs e das
regides ESE €& muito bem caracterizado no splicing do hnRNA do gene dsx em
Drosophila (Maniatis et al. 2002; Singh e Valcarcel 2005). O splicing do dsx é
regulado por proteinas heterotriméricas. Duas SRs auxiliam o splicing alternativo
do hnRNA de dsx, sendo elas TRA2 e RBP1, uma outra proteina regulatoria
chamada de TRA também esta envolvida no processo que, de modo muito
interessante, € homologa a Fem. Os trés primeiros éxons do gene sao
constitutivamente expressos em ambos 0s sexos, a maquinaria do spliceossomo
nao consegue reconhecer o sitio de splicing no montante de inicio do éxon 4, o
que leva a exclusdo desse éxon nos machos. As proteinas heterotriméricas

(TRA, TRAZ e RBP1) reconhecem seis copias de ESEs indicadas pelo retédngulo
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verde (Figura 7) do éxon 4 nas fémeas; ao se ligarem, essas proteinas recrutam
a maquinaria de spliceossomo para o montante de inicio ao éxon 4, o que faz
com que ele esteja presente nas fémeas (Nagoshi e Baker 1990; Heinrichs e
Baker 1995; Tacke e Manley 1999; Maniatis et al. 2002; Singh e Valcarcel 2005).
Esse éxon contém um cdédon de parada e no final dele também é possivel
observar um sinal para poliadenilagdo, ou seja, nas fémeas o mRNA sofre
poliadenilagao logo apds o éxon 4(os locais de poliadenilagao sado indicados na
Figura 7 pela sigla PA) (Heinrichs e Baker 1995; Manley e Tacke 1996; Maniatis
et al. 2002; Singh e Valcarcel 2005; Venables et al. 2012).

Ainda nao se sabe exatamente como a proteina Mi-Fem (Fem de M.
interrupta) desempenha seu papel durante os splicing do hnRNA de Mi-dsx. Mas
como sugerido por Brito et al. (2015), Fem deve auxiliar Mi-TRA2 no splicing do
hnRNA de Mi-dsx. Recentemente os transcritos de Mi-dsx de machos e fémeas
foram sequenciados e caracterizados por Brito (2017). A diferenca dos
transcritos de machos e fémeas se da pela presenca do éxon 5 exclusivo de
fémeas, o codon contém um éxon de parada logo no inicio do éxon 5 (Brito 2017),

como pode ser observado na Figura 8.

Mi-dsx™
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Figura 8. Transcritos de Mi-dsx de machos e fémeas. Linhas representam os introns e os
retdngulos representam os éxons. Mi-dsx™ representa o transcrito sexo-especifico de macho o
qual se diferencia do transcrito das fémeas pela auséncia do quinto éxon. O transcrito sexo
especifico de fémea esta representado por Mi-dsxF. Fonte: figura e dados Brito (2017).

1.6 Expressao Heteréloga
Proteinas sdo sempre requeridas para diferentes abordagens cientificas

seja para caracterizagao bioquimica, procedimentos de imunizagdo ou outros

estudos investigativos. Independente dos fins, estas abordagens requerem, em
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geral, uma grande quantidade de proteina. Devido as dificuldades em se obter
proteinas a partir do proprio organismo, o uso de técnicas de engenharia
genética tem proporcionado grandes avangos para obtencao de polipeptideos
com estrutura e fungdo comparaveis as proteinas nativas (Rosano e Ceccarelli
2014).

Duas classes de enzimas tiveram papel crucial para o desenvolvimento
das técnicas de engenharia genética: as enzimas de restri¢ao tipo I, capazes de
clivar ligacdes fosfodiéster em sitios especificos, e a enzima DNA-ligase, que
permite o restabelecimento das ligagbes fosfodiéster. Juntamente com os
avancos da sintese quimica de DNA, permitiram a criagdo de vetores, seja de
clonagem e ou de expressao totalmente sintéticos (Mandecki et al. 1990) cujos

principais elementos estruturais estdo representados na Figura 9.
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Figura 9. Vetor de expressao em Escherichia coli. A regiao polilinker € onde o gene de interesse
deve ser clonado. As sequéncias denominadas P (roxo) e O (laranja) indicam respectivamente a
regido promotora e operadora, regides que regulam a expressado do gene de interesse. A regido
Ori indica a origem de replicagcdo em E. coli. Fonte da figura: Nelson e Cox (2014).

Os vetores de expressao sao caracterizados por conter todas as
sequéncias necessarias para a expressao de um gene de interesse, bem como
a manutencdo e propagacado desses vetores. Sendo estas as principais
sequéncias encontradas nos vetores de expressao: regido promotora, seguida

por uma regiao polylinker (sequéncia de DNA com varios sitios de enzimas de



27

restricdo); sequéncias de inicio e término de transcrigdo; gene codificador para
proteina repressora; marcador de selegao (geralmente um gene de resisténcia a

antibidticos) e um sitio de origem de replicacao (ORI) (Figura 9).

Ha dois tipos de promotores amplamente utilizados em sistemas de
expressao heterdloga: o promotor derivado do operon lac, com taxa de
expressao mediana e, o promotor derivado do fago T7, de expressao forte. O
promotor /ac é ativado pela presenga de lactose ou seu analogo sintético IPTG.
Isso acontece porque, a lactose e o IPTG atuam como moduladores alostéricos
negativos do repressor Lac, inibindo sua ligagdo ao operador (Bell e Lewis 2000)
(Figura 10).
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Figura 10. Sistemas de expressao em cepas ADE3. O gene codificador para polimerase
do fago T7 se encontra no genoma da célula regulada sobre o promotor LacUV5. Na
presenca de IPTG ou lactose a RNA polimerase do fago T7 é expressa, e entdo ela se liga
ao promotor do vetor de expressao e transcrevendo o gene de interesse. Fonte: Salih e
Mehdi (2013).

Os promotores de fago T7 dependem da presenca da RNA polimerase do
fago T7 para a expressao do gene de interesse. Por isso, a expressao de vetores
requer cepas ADE3, que sado células que possuem em seu genoma o gene da
RNA polimerase do Fago T7 regulado pelo promotor LacUV5 (Chambedin et al.
1990). O sistema funciona da seguinte forma: na presenga de IPTG a RNA
polimerase do fago T7 & expressa e, entdo, o gene de interesse € transcrito e

posteriormente traduzido Figura 10 (Chambedin et al. 1990). Uma das vantagens
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de se utilizar os sistemas de expressao do fago T7 € justamente a alta expresséo
da proteina heterdloga nesses sistemas.

Em sistemas de expressao, € possivel fusionar essas proteinas com tags
(sequéncias peptidicas), facilitam as etapas de detecgdo, bem como a
purificacdo da proteina de interesse. As tags mais usadas s&o poly-His
(sequéncias de 6 a 10 histidinas), flag, S-tag e GST. Uma das vantagens de se
usar o His-tag em relacdo as demais citadas, é que o His-tag tem baixissima
imunogenicidade, ndo sendo realmente necessaria a sua retirada para a
produgao de anticorpos especificos para a proteina recombinante (Lundeberg et
al. 2000; Rosano e Ceccarelli 2014).

A expressao heterologa néao € uma ciencia exata, varios problemas de
expressao podem surgir, sendo os principais: baixa expressdo da proteina
recombinante, insolubilidade e até mesmo inatividade (Rosano e Ceccarelli
2014). Quando se trata de baixa expressao as causas geralmente sdo derivadas
a toxidade da proteina para a hospedeira e até mesmo do excesso de codons
raros contidos no gene de interesse (Gustafsson et al. 2004). A insolubilidade ou
formagéo dos corpusculos de inclusdo geralmente ocorrem devido a formagao
incorreta de pontes disulfeto, dobramentos incorreto da proteina e até mesmo
alta expressao da proteina recombinante (Tsumoto et al. 2003). Embora a baixa
expressao seja indesejada, em alguns casos esse fator pode favorecer a
obtencao de proteinas soluveis na conformagao nativa. Em casos de obtencao
de proteinas na forma insoluvel, se necessario, pode-se utilizar métodos
laboriosos para renaturagao in vitro (Baneyx e Mujacic 2004). Nao se tem um
método universal para obtegcdo de proteinas recombinantes soluveis. Desta
forma, diferentes vetores de expressao podem ser avaliados dependendo da
origem do gene a ser expresso e a finalidade de uso da proteina recombinante
(Demain e vaishnav 2009).

Visto que o gene fem tem papel crucial na determinacéo de sexo e casta,
e diante da atual preocupacdo mundial com o declinio das populacbes de
abelhas ocasionado por diversos fatores, estudar o gene fem pode abrir portas
para futuras intervengdes biotecnolégicas na meliponicultuta que possam vir a
ajudar na conservacao destes polinizadores nativos. E mister considerar que os

estudos até aqui se voltaram para a expressao do mRNA, e € sabido que por
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vezes o transcriptoma ndo necessariamente corresponde ao proteoma nem em
quantidade nem em qualidade. Diante disso, expressar heterologamente a
proteina MiIFEM é uma maneira de investigar tal relagdo e, ainda, ampliar e
aprofundar o conhecimento sobre o0s mecanismos genético-moleculares
envolvidos na reprodugao dessas abelhas. Também, tal abordagem possibilitaria
a producao de anticorpos contra a proteina MIFEM, os quais poderiam ser
utilizados para ensaios de imunopreciptagao, Elisa e western-blot auxiliando na
busca de outros genes importantes para a determinagdo de sexo e casta no
género Melipona e até mesmo dando robustez aos recentes achados neste

campo.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Investigar a participagéo da proteina FEM na determinacao de sexo e casta de
M. interrupta.

2.2 Objetivos especificos

Obter o gene fem sintético e clona-lo em um vetor de expresséao para Escherichia

coli;
Expressar e purificar proteina FEM recombinante (rMiFEM);
Investigar a interagao in vitro de proteinas enddgenas de abelha com rMiFEM;

Purificar Proteinas SR de M. interrupta



3.Material e Métodos

3.1. Estratégia experimental:
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Para expressar e validar a proteina recombinante FEM de Melipona

interrupta (rMiIFEM), a partir da sequéncia nucleotidica do gene fem, foram

adotadas as seguintes etapas experimentais:

Desenho e Clonagem do Expressao do Obtencdo dos
Sintese in ‘ gene em ‘ gene fem em extratos
vitro do gene vetor meio liquido proteicos

Purificacdo Renaturacao Interacao de Purificacdo de

de proteina ‘ proteica de ‘ rMiFEM com - SR-proteinas

rMiFEM rMiFEM proteinas de M.
enddgenas interrupta

3.2 Células hospedeiras utilizadas

Para fins de clonagem molecular e expressdao do gene fem, foram
utilizadas as seguintes células hospedeiras:

3.2.1 E. coli JM110

Utilizada para propagagao dos plasmideos e manipulagdo génica
descritas neste trabalho (pGSHP e o pCloneEZ-NRS-Blunt-Amp). Gendtipo: rpsL
thr leu thi lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm gInV44 A(lac-proAB) e14- [F'
traD36 proAB+ laclq lacZAM15] hsdR17(rK-mK+).

3.2.2 E. coli BL21(DE3)/pLysS

Possui o gene que codifica para a RNA polimerase do fago T7 sob
controle do promotor pLac (DE3) integrado a seu genoma sendo recomendada
para expressao de proteinas heterdlogas. Estas células foram utilizadas para
expressao da proteina rMiIFEM. Gendtipo: F - ompT gal dcm(DE3); hsdSB(rB-
mB-); pLysS(CamR).
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3.2.3 E. coli Rosetta 2(DE3)

Além do fenoétipo DE3, possui um plasmideo que transcreve sete tRNAs
raros em E. coli, sendo indicada para expressao de proteinas codificadas por
genes que possuem codons raros. Foi utilizada para expressao da proteina
rMIFEM. Genétipo: F- ompT hsdSs(rs” ms") gal dem (DE3) pRARE2 (CamR).

3.3 Plamideos utilizados

3.3.1 Vetor pFEM et (229

o

D |
. Pt &/

// - 13Te term,neto ~ ’

Este vetor possui 3181 pb (Figura
11), contém gene para resisténcia a
ampicilina e o gene fem sintético
(Genone®).

PstI (841)

Figura 11. Esquema geral do vetor pFEM.
Criado com o programa SnapGeneTM. O
gene fem pode ser observado em vermelho
sendo flanqueado por sequencias de sitios de

tonB terminator

restricdo para enzimas Nde |, Not | e Bam HI (1622) Noll  BamHI (1613)

3.3.2 pGSHP

Este plasmideo (6671 pb) contém gene para resisténcia a ampicilina e o
gene HGPRT, que codifica para proteina hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferase (Wohlke, 2012). O gene HGPRT é expresso sob controle
da RNA polimerase do fago T7 — pT7 e é flanqueado pelos sitios para

endonucleases de restricao Nde | na regiao 5 e Not | na regiao 3’ (Figura 12).

NdeI (87}

Figura 12 Plasmideo pGSHP. Criado com
: o programa SnapGene™. Contém o gene
\ nen e HGPRT em vermelho flanqueado pelos
sitios de restricdo para as enzimas Nde | e
Not |. Em etapa posterior, o gene HGPRT
foi excisado, enzimaticamente, para
insercdo do gene fem sintético.

R

pGSHP

6671 bp

77 terminator

2000
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3.3.3 pGSFEM

Este plasmideo foi obtido pela clonagem do gene fem no vetor pGSHP.
As etapas de obtencgao deste plasmideo sdo descritas no item 3.4 deste trabalho.
O gene fem (em verde) esta representado na Figura 13, flanqueado pelas

enzimas Nde | e Not |.

(1..20) T7 primer T7 promoter:
 Ndel (87)

NotfI (1381)
_/-(MES
A\ GxHis
T7 terminator primer

PGSFEM
6671 bp

Figura 13. Plasmideo pGSFEM. Criado com o programa SnapGene™. O
plasmideo pGSFEM foi obtido por meio da clonagem do gene fem no plasmideo
pGSHP. O gene fem esta representado em verde flanqueado pelos sitios de
restricdo para as enzimas Nde | e Not .

3.4. OBTEN(;AO DO VETOR pGSFEM
3.4.1 Gene fem sintético

A sequéncia nucleotidica do gene fem de M. interrupta foi cedida
generosamente pela equipe do Grupo de Pesquisas em Abelhas (GPA).
Inicialmente, realizou-se a otimizacdo dos codons considerando os codons
preferenciais de E. coli de modo a favorecer a expressao heterdloga. Foi
selecionada apenas a sequéncia codificante do gene, sendo que na extremidade
5 do gene foi adicionado um sitio para a enzima de restricdo Nde | e uma
sequéncia codificadora para 6 residuos de histidina (His-tag). Na extremidade 3’
do gene foram adicionados dois sitios de restrigdo, um de Bam HI e outro de Not
| (Figura 13). Apos as modificagdes, foi realizada a tradugdo da sequéncia in

silico para confirmar a manutencao da fase de leitura e da sequéncia predita de
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aminoacidos. A sequéncia génica foi sintetizada e clonada no vetor pFEM pela

empresa Genone®.

3.4.2 Propagacao dos plasmideos pGSHP e pFEM

Para obtencdo de uma preparacgao dos vetores, células de E. coli JIM110
foram inicialmente transformadas com os vetores pGSHP e pFEM utilizando
células quimiocompetentes (Anexos 7.1 e 7.2). Apos selegcado na presencga de
ampicilina, trés colénias foram escolhidas de cada transformagédo (pSGHP e
pFEM) para cultivo em 3 mL caldo LB (Luria-Bertani), seguido de extragdo de
DNA plasmidial utilizando o kit /lustra PlasmidPrep Mini Spin seguindo as
recomendagdes do fabricante. O rendimento e a integridade da preparacao
plasmidial foi verificada por analise por eletroforese em gel de agarose 0,8% na

presencga de brometo de etideo (0,5 pg/mL).

3.4.3 Analise e isolamento do vetor de expressao

O perfil de restricdo dos vetores pGSHP e pFEM foi confirmado com
clivagem dupla pelas enzimas de restrigdo Not | e Nde | (Biolabs®). Para cada
sistema foram utilizados aproximadamente 80 ng de vetor e 10 unidades de cada
enzima. Os clones foram analisados de acordo com o perfil de fragmentos

liberados apds a reacao de digestao por eletroforese em gel de agarose 0,8 %.

A partir dos clones previamente selecionados realizou-se uma digestao
preparativa com Not | e Nde | utilizando-se aproximadamente 300 ng de cada
plasmideo e 20 unidades de cada enzima. Ao final da reagcdo de digestao as
amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agorose (0,8%). As
bandas correspondentes ao gene fem com aproximadamente 1300 pb e ao vetor
pGS-21a (pGSHP sem o gene da hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase)
com aproximadamente 5400 pb foram excisadas do gel de agarose e purificados
utilizando o kit llustra GFX PCR DNA and GEL Band Purification Kit, seguindo
as recomendacdes do fabricante e quantificados por Qubit Fluorometric
Quantitation. O sistema de ligagao foi preparado utilizando 38 ng do inserto (gene
fem) e 28 ng do vetor purificados (relagao inserto:vetor igual a 3:1), na presenca
de 50 unidades de T4 DNA ligase Biolabs® conforme instrugdes do fabricante. O
sistema de ligagdo foi incubado por 16 h a 16 °C seguido de precipitagdo na

presengca de alcool absoluto, cloreto de sédio 3 M e glicogénio. O vetor
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recombinante obtido (pGSFEM) foi utilizado para transformar células E. coli
JM110 eletrocompetentes (Anexo 7.4). Os clones recombinantes foram

selecionados na presencga de ampicilina (200 ug/mL).

3.4.4 Selecao de clones recombinantes

Apos o crescimento das células JM110/pGSFEM em placa, foram
selecionadas quatro (4) colénias para realizagao da extragao de DNA plasmidial
pelo kit ilustra plasmidPrep Mini Spin kit GE Healthcare, seguindo todas as
recomendagdes do fabricante e analisados por eletroforese em gel de agarose
(0,8%). Em seguida, o plasmideo recombinante foi digerido com as enzimas Nde

| e Not | seguido de nova analise por eletroforese em gel de agarose.

3.5 EXPRESSAO DE rMiFEM

3.5.1 Transformacgao de células quimiocompetentes com pGSFEM

Células E. coli BL21(DE3)/pLysS e Rosetta (DE3) quimiocompetentes
foram transformadas com plasmideo pGSFEM por choque térmico (Anexo 7.2).
Clones transformantes foram selecionados na presenga de 100 yg/mL ampicilina

(placa méae) e utilizados, para a indugao da expressao da proteina rMiFEM.

3.5.2 Indugao em placa

Prepararam-se trés placas (sistema de replica plate) contendo meio LB e
antibiotico, da seguinte forma: placa 1, adicdo de 1 mM IPTG
(isopropiltiogalactosideo); placa 2, adicdo de 1 % glicose; placa 3 sem
suplementagdes. Com auxilio de um palito estéril, 30 coldnias isoladas da placa
mae foram transferidas na forma de replica plate. As placas foram incubadas em

estufa 37 °C overnight.
3.5.3 Indugao em meio liquido— pequena escala

As colbnias selecionadas na indugdo em placa foram repicadas em 5 mL
de meio LB contendo ampicilina (100 ug/mL) e incubadas a 37 °C overnight (pré-
indculo). Foram adicionados 100 yL do pré-inoculo em 1 mL de LB contendo
ampicilina (100 ug/mL), e entdo incubados até atingir uma densidade o6tica (OD)
proxima a 0,7. Ao atingir a OD de interesse foi adicionado mais 1 mL de LB

contendo ampicilina (100 ug/mL) e IPTG (2 mM) e, entdo, incubados por 2 h a
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37 °C sob agitagdo para indugdo da proteina recombinante. A eficiéncia do
sistema de inducéo da proteina rMiFEM foi avaliada usando 2 mL do sistema,
que foi centrifugado e o pellet homogeneizado em 200 uL de tamp&o de amostra
(Anexo 7.6), 8 pL foram utilizados para analise por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE 12 %) (Anexo 7.1). Para a migragao das proteinas foi
utilizada uma tenséo de 200 V, e corrente elétrica inicial de 25 mA, sendo essa
aumentada para 50 mA quando as proteinas alcangaram o gel separador. Para
a visualizagdo, o gel foi corado com Coomassie blue R350 seguido de

descoloragao em solugéo descorante (Anexo 7.2).

3.5.4 Indugao para posterior purificagao da proteina rMiFEM

Clones de E. coli BL21 (DE3) pLysS/pGSFEM e Rosetta (DE3)/pGSFEM
selecionados como descrito no item 3.5.2 foram pré-inoculados em 5 mL meio
LB acrescido de ampicilina (100 pg/mL) e incubado a 37 °C com agitagéo (150
rpm) durante 16 h. Um in6culo (60 mL) foi preparado a partir dos pré-inéculos e
submetido a crescimento, a 37 °C sob agitacao (150 rpm) até atingir DO de 0,7
a 600 nm. Em seguida foi adicionado 1 mM IPTG para a indugao da proteina
recombinante por 4 h. Apds esse periodo a cultura foi centrifugada a 4.000 g/10
min e o pellet processado imediatamente ou estocado a — 20 °C até o momento

de uso.

3.5.5 Obtencao dos extratos protéicos

O sedimento foi ressuspendido em 2 mL de tamp&o MCA (20mM Tris-HCI
pH 7,9; 0,5 M NaCl; 10 % glicerol; 1 mM PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil)
utilizando-se vortex. Foram adicionados 10 pyL de lisozima (20 mg/mL) e a
mistura foi incubada durante 10 min a 20 °C. As amostras foram
homogeneizadas com uso de disruptor ultra-sénico (3 pulsos de 30 seg e
intervalos de 1 min) em banho de gelo. Em seguida foram adicionados 4 uL de
triton X-100 10 % (v/v) e as preparagdes foram centrifugadas a 12.000 g durante
10 min a 4 °C para a separagdo das proteinas soluveis (sobrenadante) das
proteinas insoluveis (sedimento). A fragcdo soluvel foi coletada e estocada a -20
°C e a fragao insoluvel foi solubilizada 400 pyL de tampao MCA (20mM Tris-HCI
pH 7,9; 0,5 M NaCl; 10% glicerol; 1 mM PMSF) e 4 pL de triton X-100. Ambas
fragbes foram analisadas em gel de poliacrilamida sob condi¢gbes desnaturantes,

como o descrito anteriormente.
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3.5.6 Purificagao da proteina rMiFEM

Na regido aminoterminal da proteina rMiFEM foi inserida uma sequéncia
de His-Tag (item 3.3) com o intuito de facilitar a purificagdo. Visto que histidina
tem afinidade quimica por ions bivalentes carregados positivamente, usa-se uma
coluna contendo uma resina com niquel imobilizado. A proteina foi purificada por
cromatografia de afinidade em coluna de 5 mL de resina de niquel-NTA
(Quiagen, Valencia, C.A, Pierce). Primeiramente foi feita uma lavagem da coluna
com agua mili-Q. Apos este procedimento foi realizado o equilibrio da coluna
com tampao A (20 mM Tris-HCI pH 7,9; 0,5 M NaCl; uréia 8 M). O extrato proteico
contendo a proteina recombinante foi aplicada a coluna, seguido de nova
lavagem com tampao A. Um gradiente (0-100 %) do tampé&o B (20 mM Tris-HCI
pH 7,9; 0,5 M NaCl; uréia 8 M; imidazol 0,5 M) foi aplicado a coluna para a eluicao
das proteinas de interesse ligadas a resina. As fragdes de 5 mL foram coletadas
e as aliquotas de 10 pL analisadas em gel SDS-PAGE, como o descrito

anteriormente.

3.5.7 Renaturagao de rMiFEM

Foram testados trés protocolos para a renaturagao rMiFEM. O protocolo
1 se baseou em diluir 2 mL da proteina purificada em tampao Tris-HCI 20mM pH
7,9 e NaCl 10 mM. Inicialmente foi adicionado 1 mL de tampao de renaturagao
em 2 mL da proteina rMiIFEM. A solugéo obtida foi incubada no gelo por 5 min,
repetindo-se o processo até se obter um volume de 5 mL de solugédo, a solugao
foi concentrada utilizando Vivaspin™ protein concentrator spin columns - GE
Healthcare, de de 3,000MWCO. Todo o processo foi repetido até se obter uma
solugdo com aproximadamente com 0.08 M de uréia e o volume final
concentrado de 2 mL de solugao.

No protocolo 2, 1 mL da solucio da proteina rMiFEM purificada, foi diluida
em 20 mL de tampao contendo Tris-HCI 20mM pH 7,9, NaCl 10 mM, 5 % de
glicerol e 0,5 mM de EDTA. A solugéao foi concentrada para um volume de 1 ml
utilizando Vivaspin™ protein concentrator spin columns - GE Healthcare, de
3,000MWCO.

No protocolo 3, foi utilizado o protocolo de renaturacao de Proteinas SR
de Zahler et al. (1992), sendo que a concentracdo de EDTA e de DTT do tampéo
D foram modificadas do protocolo original (Dignam et al. 1983) (20 mM Tris-HCI
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(pH 7,9), 20 % (v/v) glicerol, 0,1 M KCI, 0,1 mM EDTA, 0,5 mM PMSF e 0,1 mM
DTT). Ao final 15 uL da mistura de renaturagéo de cada protocolo (1, 2 e 3) foram
misturados com tamp&o de amostra, fervido e analisado em gel de SDS-PAGE
10 %.

3.5.9 Interacao de rMiFEM com proteinas endégenas de M. interrupta

Para a extragdo de proteinas totais de duas abelhas operarias (ambas
pupas de olho preto), foram utilizados 2 mL de tampéao de extragédo (65 mM KCI;
15 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI pH 7,9; 0,1 mM EDTA; 0,1 mM DTT; 0,2 mM PMSF
e 20 % de glicerol). As amostras (Pool) foram maceradas em banho de gelo com
uso de disruptor ultra-sénico (4 pulsos de 30 s). Posteriormente, foram
centrifugadas a 13.000 g a 4 °C por 15 min, o sobrenadante recuperado e
transferido para um tubo limpo. A etapa de centrifugacédo e recuperagcdo do
sobrenadante foi repetida 3 vezes, com intuito de retirar qualquer proteina
insoluvel. Em 200 pL de extrato total de abelha foram adicionados 60 uL de Ni-
Sepharose™ 6 Fast Flow GE Healthcare, para clarificar a amostra, ou seja,
retirar as proteinas de M. interrupta que interagem com a Ni-Sepharose. Apos
uma incubagao de 15 min a amostra foi centrifugada em 2.000 g por 5 min, o
sobrenadante (amostra clarificada) foi recuperado e armazenado a -20 °C. O
precipitado foi lavado com 500 pL tampdo de extragdo descrito acima e
recentrifugado nas mesmas condigdes. Este precipitado foi guardado e utilizado
como controle de proteinas endégenas que se ligam a Ni-Sepharose.

Para analise de interagéo de rMiFEM, 100 pL da proteina renaturada pelo
protocolo 3, da etapa 3.5.8 deste trabalho foi incubada por 20 min em 60 uL de
Ni-Sepharose, e posteriormente, centrifugado em 2.000 g por 5 min, o
precipitado foi lavado 3 vezes com tampao de lavagem (20 mM Tris—HCI pH 8,0;
20 % de glicerol; 0,1 M de KCI; 0,1 mM de EDTA; 60 mM imidazol). 30 yL foram
armazenados e usados como controle e os outros 30 pL foram utilizados para o
experimento de interagdo com proteinas de M. interrupta. Em 200 uL do extrato
clarificado de abelhas foram adicionados 30 yL de Ni-Sepharose com rMiFEM
imobilizada e, entdo, incubada por 1 h. Apds o periodo de incubagao, a Ni-
Sepharose foi recuperada por centrifugagao e lavada quatro vezes com 500 uL

tampéao de lavagem. Apds a recuperagao da Ni-Sepharose, ela foi solubilizada
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em 25 uL tampéao de amostra SDS-PAGE, bem como todos os controles citados

anteriormente.

3.5.6 Purificagao de SR-proteinas de M. interrupta

As proteinas SR podem ser precipitadas na presenga de 20 mM de MgClz.
Acredita-se que o magnésio interage com as fosfoserinas presentes nos
dominios RS dessa classe de proteinas (SR), formando agregados que tendem
a se precipitar (Zahler et al. 1992). Para obter um extrato enriquecido de
proteinas SRs (incluindo MIFEM) das amostras de abelhas, foram preparados
extratos protéicos a partir de 9 individuos em fase de pupa de olho preto de cada
sexo (macho e fémea) e de cada casta (rainha e operaria). Foram utilizados 9
mL (1 mL/ individuo) de tamp&o de extracdo (65 mM KCI, 15 mM NaCl, 10 mM
HEPES PH 7,6, 10 mM EDTA, 5 mM DTT, 5 mM B-glicerofosfato, 0,2 mM PMSF)
para cada tratamento (macho, operaria e rainha). O B-glicerofosfato € um
reagente fundamental para essa precipitagdo, uma vez que 0 mesmo é um
inibidor de fosfatases que desfosforilam serinas e treoninas. As amostras foram
maceradas em banho de gelo com uso de desruptor ultra-sénico (4 pulsos de 1
min com intervalos de 1 min). Os extratos foram entdo centrifugados por 10 min
8.000ga4 °C, e entao transferidos para tubos limpos e novamente centrifugados
por 20 min 13.000 g a 4°C. O sobrenadante foi novamente transferido para tubos

limpos.

Para a purificagdo de proteinas SRs (adaptado de Zahler et al. 1992) foi
adicionado MgCl2 em aproximadamente 12 mL de extrato total, de forma que a
concentracéo final ficasse em 20 mM. Em seguida, o extrato foi incubado no gelo
por 30 min e posteriormente foi centrifugado por 30 min 13.000 g a 4 °C. O pellet
foi lavado com 1 mL de tampdo de isolamento. A fragdo insoluvel
(correspondente as Proteinas SR) e o sobrenadante de cloreto de magnésio
(fragao soluvel) ambos foram recuperados. A fragao insoluvel foi solubilizada em
200 pL de tampéao contendo TRIS-HCI (100 mM pH 6,8) e 1 % SDS. Tanto a
fragao soluvel quanto a insoluvel foram quantificados com o kit 2D Quant e em
seguida analisados em SDS-PAGE (10 %).
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3.6 ANALISES POR BIOINFORMATICA

A adigdo de sitios de restricdo para Nde |, Bam HI e Not |, troca dos
coédons e a retirada de um sitio da enzima de restricdo de Nde |, do gene fem,
foram realizadas manualmente no Word Versao Trial. A busca de sitios de
restricdo internos foi realizada utilizando a ferramenta NEB cutter 2.0
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2).

Foi realizada a tradugao in silico através da ferramenta Translate tool do

site Expasy (https://web.expasy.org/translate/). A ferramenta Clustal Blast do

BioEdit v7.0.5 versao Free, foi utilizada para confirmar que n&o houve alteragao
da sequéncia de aminoacidos da proteina MIFEM, a sequéncia predita da
proteina MIFEM como controle. A massa molecular, bem como o Pl da proteina
rMiFEM, foi predita com o auxilio da ferramenta Compute pl/Mw disponivel no

Expasy (https://web.expasy.org/compute_pi/).

A busca de dominios protéicos de MIFEM foi realizada utilizando a

ferramenta blastx disponivel no site do NCBI (https://blast.ncbi.nilm.nih.gov). O

sistema PROSITE (https://prosite.expasy.org/), foi utilizado para identificar

possiveis locais de fosforilagdo da proteina MIFEM. Para busca de possiveis
sitios de ligacdo de RBP1, usamos os sitios descritos por Heinrichs e Baker
(1995).


http://nc2.neb.com/NEBcutter2
https://web.expasy.org/translate/
https://web.expasy.org/compute_pi/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://prosite.expasy.org/

41

4 Resultados e discussao

4.1 Obtencao do gene fem de M. Interrupta sintético

Foi possivel a obtengcao da sequéncia do gene rMiFEM (gene sintético) e
seu alinhamento com a sequéncia do gene natural (Figura 14). Na extremidade
5’, foram adicionados cédons codificadores para cinco residuos de histidina (His-
tag), para um sitio de reconhecimento pela enteroquinase e um sitio para Nde I.
Na extremidade 3’, foram adicionados sitios para Bam HI e Not |I. Os cdédons
raros internos foram substituidos por cédons mais frequentes de E. coliindicados
por pontos na Figura 14. O gene rMifem obtido pelas altera¢cdes descritas ndo
possui sitios internos de restricdo para enzimas adicionadas. Como pode ser
observado na Figura 15, mesmo apds a troca de cédons, bem como a retirada
de sitios de restricao internos, ndo houve alteracdo em nenhum dos aminoacidos
da proteina rMiIFEM (proteina FEM recombinante de M. interrupta) quando
comparado a proteina selvagem MiFEM. Conclui-se entdo que os codons foram
trocados corretamente por cdédons sindnimos mais frequentes. O gene sintético
possui 1306 pb enquanto o gene selvagem possui 1237 pb. Esta diferenca de 71
pb é devido a adigéo de sitios de restrigdo, sitio de enteroquinase e o his-tag nas

extremidades da sequéncia convencional.

rMiFEM female  CACATATGGCACATCACCATCACCATCACGGTGATGACGATGACAAAAAACGCATCATGA
EUL139305.1 = —mmmmmmm oo ATGAAACGAATCATGT

* kkkkk kkkhkKkk*k

GCAGTCATTCTCATCGTGATGAACGCAGTCGTATTTCTCGTAGTGGCGATTTTGAAACCG
CAAGTCATTCGCATCGAGATGAAAGATCGAGAATATCACGCAGTGGAGATTTTGAAACTG

khkkhkhkkhkkkkk Kkkhkhkkhkk Kkhkkhkkkk K *k kk kk kk Kkkhkkkk Khhkkkkkhkkkkhkkk K

GTCTGCGTAGCAAAACCGAAGAAGAACGCCTGCGGCGTCGGCGTGAATGGATGATTGAAC
GTCTACGTTCAAAAACGGAAGAAGAACGATTACGGCGTAGGCGTGAATGGATGATAGAAC

*kkk Kk *k kAhkkkk KAhkkkhkkkhkkkkkhk Kk kX kkkhkkkk KAhkAkkhkhkkhkAkhkAkhAkAkhkhAkkhAkhk KAk kKk

AGGAAAAGCTGCGCGAACATGAGAAGCTGAAGGCGAAAATGATTCTGGAATATGAAATTC
AAGAAAAGCTACGAGAACATGAAAAATTGAAGGCGAAGATGATTTTAGAGTATGAAATAC

Kk hkkkkkkhkkhkk Kk KkAhkkkkhkkkhkk kK kAhkkkkhkhkkhkkhkhkk Kkhkkkhkkhkk *k *k kkhkkkkhkkkk K

GTCGCGCTCGCGAAAAAGGCCTGCCGCCACCGAAAGGCCGGTTCAGCCATCACTCTCGTA
GTCGTGCTCGTGAAAAAGGTTTACCACCACCAAAAGGAAGATTCTCACATCACAGTCGTA

kkkhkk Kkhkkhkkk Khkkkkhkkkk * kk kkkkk kkhkkkk * kKK * Kk ok kK Kk * Kk Kk kK

GTAAAAGTAAGAGCAAATCTCCGGAAAGTCGCCATCGTATCACCACGAGCAGTACGTCTA
GTAAAAGTAAAAGCAAATCTCCGGAAAGTCGACATAGAATTACCACATCAAGTACATCTA

khkhkkhkrkhkhkhkhkk hhkhkkhhkkhkrhkkhkrhkkhkrkhkkhkrkhkkhkx *kk*k * **k *kkk* *kkkkx  Kkxkk

AAACCGCGATCCTGAGCAAAAAGTTAGAACCGTCTGATGGCACCACGCCGCTGTTTAAGG
AAACAGCCATATTATCTAAAAAATTAGAACCATCAGATGGTACAACACCTTTATTTAAGG

*xkk kK k*k * khkrhkk hhkkkhkhkkhkkx kx khkkkkx kk kk kK * Kk kkk ok ok x

GCCCAGAAGGTACCCAGGTGAGCATTGTGGAACTGCGCAGTATCAAAGTTGATATTCACC
GACCAGAAGGCACACAAGTTAGTATTGTGGAATTACGAAGTATCAAAGTAGATATTCACA
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* hkkkkkhkkhkk hkk kk kk kk kkkhkkkrhkkhk ok kk kkhkkkrhkkhkrkkhkk khkkkrkkkxok

GTAACGTGCCGGGCAAAACCACGACCGATGAACTGCAGCGCGCTATTGTCAATCCTGAAG
GAAATGTGCCAGGCAAAACAACAACCGATGAACTTCAACGAGCTATTGTCAATCCTGAAG

K ekk Khhkkhkhkk KAhkhkAkhkhkk Kk K,k KhhkkhkhkhAkhkhkkhkhhkk, KKk K,k K,hkkdhkhkhkhkkhkrhkk kA hkhrkhhk%k

ATGTCCAGGTCATGCGCCGTGAGGGTGAAGGCTCTAAACCTATCTTTGAACGCGAAGAAA
ATGTCCAGGTCATGAGAAGAGAGGGAGAAGGATCCAAACCTATATTTGAAAGAGAAGAAA

khkkhkkhkhk ki hkhkkkhrkkx * Kk khkkhkkk kkhkkhkk Ak AhkhkkhkAkkhkhk khkkhkkhkk Kk Ak kkKkAkKk

TTAAAAGTGCAACGGTCAAGACCAAAGAAATTGTCGAACATCGTACCGTTGTTGCTATCA
TAAAAAGTGCAACAGTCAAGACAAAAGAAATTGTCGAACATCGTACAGTTGTTGCTATAA

kN hAAAKAKAA KA RAKX AAhAkAhAK Kk dAhAAhAAIAA A A A A I AA A A h A Ak Ahkhhkhkhkkxxhkkxx %

ATAATGAAAATCTGGAAAATAAAAGCGGCGTGAATAAAAAATATACCACCAGCCGCAGTC
ATAATGAAAATTTAGAAAATAAATCGGGAGTGAATAAAAAATATACTACATCAAGAAGTC

Khkkhkkhkhk kA khkkk K, KFkhkhkkhkkkhkkhkkhk Kk KAk AkAkhkAhkAkAk kA Ak hkk Kk k KKk

AAAGTTGCAGTCCTCGTCGTCGCCTGTCTCACTATACCCGGTATGAGGATAGCAAACGTG
AAAGTTGCAGTCCTCGACGTAGATTGTCTCACTATACCAGGTATGAGGATTCAAAACGTG

AKhkkkhkAkhk kA Akhkkhkkkhkk Ak kk* K*K*k*k X khkkkAkAkhAkAkk Ak hkhkk kx K,k kkhkkkhkkkk%k kk kK Kk KkKk

ATGGCCGGAATAATTATCGGAATGATCGGGAACGTGATCGTAGTCGTGGCCGGAGTCGCG
ATGGCAGGAATAATTATAGAAATGATAGGGAAAGAGATCGTAGTAGAGGAAGAAGTCGAG

AKhkkhkk KAkhkkhkhkhkAkhkkhkk Ak Kk K hkkhkkhhkk kkhkhkkk K,ekhkkhkkhkhkkhkkhkkk * *%k *k kkkKkk Kk

AATATAAAGAAAAAGACCGCCGTCATAGTCAGCTGCATACCACCCGTGAAGAACGGAAAG
AATATAAAGAAAAAGACAGACGACATAGTCAGTTGCATACCACAAGAGAAGAAAGAAAAG

AKhkkkAkAhkAAkhkkhkhkhAkhkhkkhkk Kk * K,k )k khkkhkkhkhkk *x *hkk k*khkkikkk*%x Kk kkkkkk kK kkkk

GTCACCGCGATCATAGCCGTTCTCGGGAGCGTGAACAGCGGACCTGGAGTCGCGAATCTC
GTCACCGAGATCATTCACGTTCTAGGGAGCGAGAACAGCGAACATGGAGTAGAGAATCTC

kkkhkkkhkkk kkhkkkkk kAhkkhkkhkk khkkhkhkkhkkhkk Kkhkkhkhkkhkkkkkh kk Khkkkhkkk Kk kkAkkkkkhkkk

ACCACAAGTCTTTTAAAGATGAACGTTCTCATCGTGAACGCAGCCGGGAACGTTCTCGGG
ACCACAAGTCGTTTAAAGATGAAAGATCTCATCGAGAAAGATCAAGAGAACGATCTCGAG

kkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkk Khhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhhkkhk Kk khkkkkkkhkk kkkx X * kkkkk Kkkkkk K

AACGCAGTGAACGGGATCGGTCTCGTGAGCACCGCGTGACGTCTTCTCATTATATTGAGC
AAAGAAGTGAAAGAGATAGGTCTAGAGAGCACAGAGTAACGTCGTCGCATTATATTGAGC

kk ok kkkkkk ok kkk kkkhkkk ok kkkkkk ok kk kkkkk kk khkkkrkkkxkkxokk

AAATTCCTGTTCCATTCTACTATGGCGATTTTCCTGCACGCCCAATCATGGTTGGCCCTC
AAATTCCTGTTCCATTCTACTATGGAGATTTTCCTGCAAGACCAATAATGGTTGGACCTT

KAKAAIAKAAKNAIAAAAA KN AR A XA AR, dAhkdkhhAhhkkhhhAkhh * *hkk*k *khkkhkhkk xk*x **k%

TGGTTCCAATTCGCGGCCAAGTGCCTCTGGGTCCTCGGCACATGATGGGTCCACTGCGTC
TAGTTCCAATTCGAGGGCAAGTACCTTTAGGACCTAGGCATATGATGGGTCCATTAAGAC

Kk khkkAkhkAkkhkhkAhkhkhkk Ak KAhkhkkhkhk hkhkk kA kkekkhk hhkkk khkkhkAkkhkAkhkAkkAkKk Kk *x K%

CATTTCCACCACGGTTTATTCCGCCAGATATGTATCGCCTGCGTCCACCGCCAAACCCTC
CATTTCCACCACGATTTATTCCGCCAGATATGTATAGATTACGTCCACCCCCAAACCCTA

KAk AkA kA Ak Akhkkhhhkk, KAk khhhkkdkhkhkkhhkk hhkkhkhkkhkrhkxkx % k kkkkkhkkhkhkk AkhkkAkkkkk Kk

GCTTTGGCCCAATGTATTAACTGAGTAGGGATCCAAGCGGCCGCAG
GATTTGGGCCAATGTATTAA-———=——=—=———————————— -

Kk kkkkk kAkkhkAkAkAkAkKk Ak Kk

Figura 14. Alinhamento da sequéncia do gene sintético rMifem com a sequéncia do gene
selvagem Mifem. Os asteriscos correspondem a nucleotideos idénticos e, os pontos, a
nucleotideos diferentes devido a troca de cédons raros. Os tragos sdo gaps correspondentes as
sequéncias adicionais que foram adicionadas no gene rMifem, tais como a sequéncia his-tag e
os sitios de restricao



43

rMiFEM female MAHHHHHHGDDDDKKRIMSSHSHRDERSRISRSGDFETGLRSKTEEERLRRRREWMIEQE
ABV79891.1 2-411 ------—————--- KRIMSSHSHRDERSRISRSGDFETGLRSKTEEERLRRRREWMIEQE

hhkhkkhkhkhhkhhkhkhhkdhkhkrhhkhkhkhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkrkhkhkhkrhkhkxkhkxk*x

KLREHEKLKAKMILEYETRRAREKGLPPPKGREFSHHSRSKSKSKSPESRHRITTSSTSKT
KLREHEKLKAKMILEYEIRRAREKGLPPPKGREFSHHSRSKSKSKSPESRHRITTSSTSKT

Ak hkhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhhkhkhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrhhkrhhkrhkhkhhhkhhkrrhkhkhkhkdrkxx

AILSKKLEPSDGTTPLFKGPEGTQVSIVELRSIKVDIHRNVPGKTTTDELQRAIVNPEDV
AILSKKLEPSDGTTPLFKGPEGTQVSIVELRSIKVDIHRNVPGKTTTDELQRAIVNPEDV

Ak hkhkhhkrhkhkhkhhkhhkdhhkhhhkrhkhkhhdkhhkrhhkrkhhkrhkhkhhrhkhkrhkhkrkhhkrhkrhhkxhkxk*k

QVMRREGEGSKPIFEREEIKSATVKTKEIVEHRTVVAINNENLENKSGVNKKYTTSRSQS
QVMRREGEGSKPIFEREEIKSATVKTKEIVEHRTVVAINNENLENKSGVNKKYTTSRSQS

kA hkhkhkhhkrhhkhkhhkhhkdhhkrkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkrhhkrhkhkhkhrhkhkrhkhkrkhkhkrkrhhkxhkxk*k

CSPRRRLSHYTRYEDSKRDGRNNYRNDRERDRSRGRSREYKEKDRRHSQLHTTREERKGH
CSPRRRLSHYTRYEDSKRDGRNNYRNDRERDRSRGRSREYKEKDRRHSQLHTTREERKGH

Ak hkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhhkhkhhhkhhkdhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkdhhkrhhkrxhkhkhkhhkrkhkrhhkrhkhkxkkxk

RDHSRSREREQRTWSRESHHKSFKDERSHRERSRERSRERSERDRSREHRVTSSHYIEQT
RDHSRSREREQRTWSRESHHKSFKDERSHRERSRERSRERSERDRSREHRVTSSHYIEQT

KA A KA A A AR A A A A AR AR A A A A A A AR AR A AR A R A AR A A A AN A IR AR AR A A AR A A A A X kK

PVPFYYGDFPARPIMVGPLVPIRGQVPLGPRHMMGPLRPFPPRFIPPDMYRLRPPPNPRF
PVPFYYGDFPARPIMVGPLVPIRGQVPLGPRHMMGPLRPFPPRFIPPDMYRLRPPPNPRF

KA A KA AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR A KR A I KA AR A AR A A A AN A AR A A AR A A A A A A AR A X kK

GPMY
GPMY

* Kk Kk Kk

Figura 15. Alinhamento da sequéncia peptidica predita a partir de rMiFEM e de MIiFEM. Os
asteriscos correspondem a aminoacidos idénticos e, como pode ser observado mesmo apds a troca
dos cédons raros, nenhum aminoacido foi alterado. Os tragos sdo gaps correspondentes as
sequéncias his-tag e de enteroquinase adicionadas em rMiFEM.

4.2 Obtencao do vetor de expressao pGSFEM

750 pb fem 1306 fem 1306 fem 1306
pb pb pb

Figura 16. Perfil de restricdo (Nde | e Not |I) do plasmideo recombinante pGSFEM em gel
de agarose 1,2%. Na parte superior da imagem s&o indicados os clones analisados (1 a 4),
presenca (E) ou auséncia de enzimas de restricao (-) e o marcador (M). O marcador (mostrado
a esquerda da imagem) foi recortado e colocado mais proximo das amostras. Os circulos indicam
o fragmento do gene fem que foi liberado (clones 1, 2 e 4) com 1306 pb. O gel de agarose original
pode ser visto no Anexo 7.7.
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O perfil de restricdo obtido para os plasmideos pFEM e pGSHP confirmou
o resultado esperado com as enzimas Nde | e Not | (Figura 16). O plasmideo
pFEM liberou dois fragmentos um de aproximadamente 2 kb e um de
aproximadamente 1300 pb, correspondente ao gene fem sintético (indicado na
canaleta 2 com um circulo) (figura 17). O plasmideo pGSHP liberou dois
fragmentos, um de 5671 pb, correspondente ao plasmideo pGS-21a (indicado
na canaleta 6 por um circulo) e outro de aproximadamente 700 pb,
correspondente ao inserto (hipoxantina guanina fosforribosiltransferase) que se

desejava retirar para clonar o gene fem sintético na mesma regiao (figura 17).

M 1 2 3 4 5 6

Figura 17. Perfil de restricao (Nde | e Not l) dos plasmideos pFEM e pGSHP em gel de
agarose 1,2%. 1 e 2: pFEM; 3 a 6: pGSHP. As canaletas com “C-"correspondem aos
plasmideos intactos, e as canaletas com os nomes das enzimas de restricdo correspondem ao
tratamento ao qual os plasmideos foram submetidos. Os circulos indicam o fragmento do gene
fem liberado (canaleta 1) e o vetor pGS-21a (canaleta 6). O marcador (M, mostrado a esquerda
da imagem) foi recortado e colocado mais proximo das amostras (o gel de agarose original pode
ser visto no Anexo 7.8).

A clonagem do gene fem no plasmideo pGS-21a foi realizada e, assim,
foram obtidos 3 x 10° clones transformantes. A digestdo com as enzimas de
restricdo Nde | e Not | foi realizada no intuito de selecionar clones recombinantes,
ou seja, contendo o vetor para a expressao do gene fem sintético de M. interrupta
(PGSFEM). Dos quatro clones analisados, somente a coldnia 3 ndo apresentou
um fragmento do tamanho esperado para o gene fem sintético (1306 pb) (Figura
17). A mesma foi excluida de analises seguintes, sendo que as demais tiveram

o DNA plasmidial armazenado para sua posterior utilizagéo.
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4.3 Indugao da proteina rMiFEM em meio liquido

O gene fem sintético com a cauda de histidina possui 1306 pb e o
transcrito é traduzido em uma proteina com aproximadamente 420 residuos de
aminoacidos. Considerando que a massa molecular média dos aminoacidos é
128 Da, estima-se uma massa molecular de aproximadamente 50 kDa para a
proteina rMiIFEM. Essa mesma massa molecular foi predita utilizando-se a
ferramenta do Expasy PI/MW. Ao observar o perfil eletroforético em gel de SDS-
PAGE do extrato proteico de células induzidas com IPTG para a expressao
heterdéloga e de células ndo induzidas (Figura 18A), verificou-se a presenga de
uma banda na altura de 50 kDa apenas nas colbnias que foram induzidas. O
mesmo resultado foi observado por western-blot, utilizando-se anticorpos anti-

His tag (Figura 18B). Estes resultados confirmam a expressao da proteina
rMiFEM em E. coli.

A
M 1 2 3 4 5 6 M 1 2 3 4 5 6
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Figura 18. Perfil eletroforetico em gel SDS-PAGE 12% dos extratos proteicos das células
recombinantes contendo o plasmideo pGSFEM. Do lado esquerdo, esta o gel com coloragao
de comassie blue (A) e do lado direito, a revelagdo com western-bloting (B) das mesmas
amostras. Legenda: canaletas 1 e 2, indugédo de rMiFEM em BL21 (DE3) pLysS; canaleta 3,
inducdo de rMiIFEM em Rosetta (DE3); canaleta 4, Rosetta (DE3)/pGSFEM reprimida com
glicose; canaleta 5, Rosetta(DE3)/pGSHP reprimida com glicose (controle negativo); canaleta 6,
proteina controle (indicada pela seta) também sendo expressa em Rosetta (DE3)/pGSGP.

O sistema de expressdo com Rosetta (DE3) foi o mais eficiente para

expressao da proteina rMiFEM. Provavelmente isso se deve ao fato de que esse
sistema contém um plasmideo com sete genes de tRNAs raros (se ligam aos
cédons AGA, AGG, AUA, CUA, GGA, CCC e CGG) (Novy et al. 2001), sendo
que a sequéncia de gene fem sintético possui 16 codons raros de (CGG). A partir
destes resultados, a linhagem Rosetta (DE3) foi selecionada para as demais

etapas de expressao de proteina recombinante.
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4.4.0btencao dos extratos proteicos

Apds a separagao entre as proteinas soluveis e insoluveis do extrato,
observou-se que a maior parte da proteina rMiIFEM foi produzida na forma
insoluvel (Figura 19). Isso acontece nos sistemas de producdo de proteinas
recombinantes que conferem uma altissima taxa de expresséo (Pandey et al.
2017). Quando ha alta produ¢do de uma proteina heterdloga, seus residuos de
aminoacidos hidrofébicos, que deveriam ficar na parte interna da proteina,
protegidas das moléculas de agua presentes na célula, acabam interagindo com
outros aminoacidos apolares de forma intermolecular, formando o que é
chamado de corpusculo de inclusao (Alberts, 2017; Pandey et al. 2017). Para
producdo de anticorpos, a utilizagao de proteina recombinante na forma insoluvel
nao € um problema, pois € possivel desnaturar a proteina dos corpusculos de
inclusdo com a adicado de 8M de ureia, purificar a proteina recombinante e,
posteriormente, imunizar um animal utilizando a proteina desnaturada como
antigeno (Pandey et al. 2017). No entanto, ndo €& possivel realizar testes
biolégicos com a proteina desnaturada, sendo necessario obter a proteina em
sua conformacéao nativa. Uma das formas de se obter uma proteina expressa na
forma soluvel é realizar a indugao a 30°C, pois nessa temperatura a E. coli
produz proteinas chaperonas que facilitam o dobramento proteico correto.
Porém, essa ndo é uma temperatura tdo favoravel para o crescimento
bacteriano. Outra forma que também pode ser usada para se obter a expressao
de proteinas recombinantes soluveis é diminuir a quantidade do indutor que, por

sua vez, acarreta na menor taxa de produgao proteica, favorecendo o

Figura 19. Perfil de
solubilidade de rMiFEM.
Seta indica a posigdo da
proteina rMiFEM na porcao
insoluvel. SDS-PAGE 12%. 57 kda
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dobramento correto da proteina (Rosano e Ceccarelli 2014). Contudo, ambas
opgdes, em geral, acarretam um menor rendimento de proteina recombinante.
Caso esses métodos falhem também é possivel se realizar renaturagao in vitro
(Tsumoto et al. 2003).

Na tentativa de se obter a proteina rMiIFEM em sua forma nativa, as duas
formas citadas acima (redugao de temperatura e diminuigdo da quantidade de
indutor) foram testadas (Figura 20). Porém, em ambos os casos, ndao foram
obtidas quantidades satisfatérias dessa proteina na forma soluvel. Quando a
expresséo de rMiFEM foi induzida em 30°C com 1 mM de IPTG (canaletas com
o numero 1), houve uma maior taxa de producédo de rMiFEM na fragao insoluvel
e menor na soluvel. Quando a expressao de rMiFEM foi induzida a 37 °C com
0,5 mM de IPTG, a proteina recombinante detectavel foi expressa apenas na
forma insoluvel. Estes resultados corroboram Silva (2012) que também obteve
alta expressao de proteina heteréloga na forma insoluvel por um vetor com

expressao (Vetor derivado do pGS-21a) com promotor forte derivado do fago T7.

$
&
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&L Insoluvel Soltvel

N

Figura 20. Perfil da solubilidade proteica de rMiFEM induzida em diferentes condi¢des.
Canaletas 1, correspondem a expressao de rMiFEM em 30°C com 1mM de IPTG; canaletas 2,
ao controle negativo, onde ndo houve inducéo (glicose); canaletas 3, a indugdo a 37°C com
1mM de IPTG; e canaletas 4, a inducdo a 37°C com 0,5 mM de IPTG. Pode ser observado que
a produgao da proteina a 30°C na fragao soluvel foi pequena. SDS-PAGE 10 % e corado com
Comassie blue R350.
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4.5 Purificagcao de rMiFEM a partir do extrato proteico de Rosetta (DE3)/
PGSFEM

Foi possivel a purificagcdo por cromatografia de afinidade da proteina
rMiFEM desnaturada em uréia (Figura 21). Ao compararmos o extrato proteico
antes de passar na coluna de purificagdo (pré-coluna) e depois de passar na
coluna (pos-coluna), pode se observar que a proteina recombinante foi ligada
com sucesso a coluna. Também foi observado que a coluna nao ficou saturada,
pois nao foi detectada a presenca de rMiIFEM na fragdo pds-coluna. A maior
recuperacao de proteinas ocorreu na fragao 7, seguido das fragcbes 8, 6 € 9, onde
também é possivel observar a maior concentragcdao da proteina rMiIFEM. A
proteina rMiIFEM foi obtida de forma semi-purificada, uma vez que pode se
observar algumas proteinas de menor massa molecular abaixo da altura
esperada. Para avaliar interagao de proteinas enddgenas de M. interrupta com
rMiFem, foi adotada a estratégia de renaturagao e interagao in vitro da proteina

recombinante com proteinas endogenas de M. interrupta.
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Figura 21. Purificagdo de riMiFEM por cromatografia de afinidade. Pré-coluna
corresponde ao extrato bacteriano, sendo que somente a fragdo insolluvel foi
utilizada para a purificagéo de rMiFEM. Fragéo 6, 7 e 8 foram as fragdes com maior
concentragao de proteina rMiFEM eluidas. Gel de SDS-PAGE 12%.
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4.6 Renaturagcdo rMiFEM purificada

Dos trés protocolos utilizados na tentativa de renaturar a proteina rMiFEM
(Figura 22) o procedimento que possibilitou o melhor resultado foi o protocolo 3
(Zahler et al. 1992), no qual foi possivel observar uma maior quantidade de
proteina soluvel. Esse protocolo é especifico para a renaturagdo de proteinas
SR. Contudo, uma maior quantidade de proteinas contaminantes foi observada
apos a renaturagao, as quais parecem ter ficado na amostra apds a purificagao
de rMiIFEM. Também foi possivel obter a renaturagao da proteina recombinante
com o protocolo 1, mas com concentragdes insatisfatorias. Outra desvantagem
do protocolo 1 é o tempo da renaturagao (2 dias), o qual € bem mais prolongado
quando comparado ao protocolo 3 (1 hora). Com o protocolo 2, n&o foi possivel
obter a proteina rMiFEM renaturada. Embora varios protocolos para renaturagéo
in vitro de proteinas sejam descritos, cada proteina apresenta um conjunto de
particularidades que requer um protocolo unico para a renaturagédo (Baneyx e
Mujacic 2004; Rosano e Cecarelle 2014; Yamaguchi e Miyazaki 2014). Desta
forma, outras variaveis poderao ser avaliadas em estudos futuros, a fim de obter-

se um melhor rendimento da proteina rMiFEM renaturada.

rMiFem rMiFem rMiFem rMiFem
Desnaturada Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3
it 2 3 4

Figura 22. Perfil eletroforético da proteina rMiFEM apoés renaturagao in vitro. A caneleta 1
contém a proteina rMiFEM desnaturada. Canaleta 2 corresponde ao protocolo 1, o qual nao
contém glicerol. Canaleta 3 corresponde ao protocolo 2, com 5% de glicerol. O protocolo 3
corresponde a renaturagao de SR-proteinas. A proteina rMiFEM ¢é indicada por circulos. Gel
SDS-PAGE 10% corado com Comassie-Blue



50

4.7 Interagao de rMiFEM com proteinas endégenas de M. interrupta

Neste estudo, foi feito ainda um ensaio piloto de avaliagao da interagao in
vitro da proteina rMiFEM com as proteinas enddgenas de operarias de M.
interrupta. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 23. Algumas
bandas obtidas da co-precipitacdo da proteina rMiFEM ligada a coluna de Ni-
sepharose com o extrato proteico operarias de M. interrupta estdo mais intensas

(caneleta 8, indicadas por retangulos) que nos controles (caneletas 7* e 9).

1 2 3 4 5 6 7* 8 9
—~ =
—
e —, —P A ——
_— [ |
——
[

Algumas das bandas acima da proteina rMiFEM (canaleta 8) apérecem

Figura 23. Teste de interagao da proteina rMiFEM com proteinas endégenas de
M. interrupta. (1) Proteina rMiFEM renaturada ligada em Ni-sepharose; (2) Somente
sepharose; (3) Proteina rMiIFEM renaturada; (4) Extrato proteico total de 2 operarias
da espécie M. interrupta; (5) Extrato proteico clarificado de 2 operarias da espécie
M. interrupta pela adicdo de Ni-sepharose; (6) Proteina rMiFEM desnaturada; (7*)
Corresponde a mesma canaleta 1, onde foi copiada e colada na posicdo que
corresponderia a canaleta 7, com intuito de facilitar a comparagao com a canaleta 8;
(8) co-precipitacdo de rMiIFEM Ni-sepharose/proteinas operarias de M. interrupta
(indicados com retangulo); (9) proteinas de operarias de M. interrupta que
interagiram com Ni-sepharose. A proteina rMiFEM é indicado pela seta. A foto original
pode ser vista no apéndice 7.9.

também no controle da co-precipitacdo da coluna de Ni-sepharose sem o
rMiIFEM com o extrato proteico de operarias (caneleta 9), mas em intensidade
muito inferior. E possivel notar também a existéncia de algumas bandas que
estdo abaixo da proteina rMiIFEM (caneleta 8) e sdo bem mais intensas que no
controle da proteina rMiIFEM renaturada ligada em Ni-sepharose (7*). Estas
proteinas que foram detectadas, possivelmente estabelecem interacdo com
rMiIFEM. Contudo, experimentos adicionais com a proteina rMiFEM renaturada

em maior grau de pureza serao necessarios para a obtencdo de dados
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conclusivos. Alternativamente, apdés a obtencdo dos anticorpos, a
imunoprecipitacdo de MIFEM podera ser realizada também com a finalidade de
investigar a interagdo de FEM com outras proteinas.

Além disso, é possivel observar, comparando a canaleta 1 e 3, que o
protocolo de interagdo conseguiu retirar algumas das proteinas contaminantes
que ficaram mais concentradas ap0s a renaturagao. Isso deve ter ocorrido devido
a adicdo de 60 mM de imidazol na proteina renaturada, impedindo assim que
parte dessas proteinas se ligassem a Ni-sepharose. Esse dado € importante para
ajudar em purificagbes futuras de rMIFEM e possibilitar resultados mais
eficientes, para que este ensaio seja aplicado nas diferentes fases de

desenvolvimento, castas e sexos de M. interrupta.

4.8 Purificagao de proteinas SR de M. interrupta

A proteina MIFEM (proteina FEM nativa de M. interrupta) tem a massa

1 250 Son 750 1000 1236

e —————

SDP_N Apis_Csd
SF-CC1

SDP_N superfamily _ Apis_Csd superfamily
RRM superfamily

Figura 24. Dominios proteicos encontrados na proteina MiFEM. Possui um dominio
SDP_N que esta correlacionado com proteinas de determinagao de sexo. Um dominio
RRM na porgéo préxima ao carboxi-terminal e uma regido similar a proteina Csd de Apis
melifera.

molecular de aproximadamente 50 kDA, e possui dois dominios RS. Como foi
dito anteriormente, esses dominios sao tipicos de uma classe de proteinas SR,
porém além dos dominios RS, essas proteinas possuem um dominio de ligagao
ao mMRNA. Os dominios RS desta classe de proteinas sdo fosforilados em
serinas e treoninas, e, gragas a essas fosforilagoes, as proteinas SR podem ser
reconhecidas por um anticorpo chamado mAB-104. Por exemplo, ja foi
demonstrado que a proteina Tra, uma proteina homologa a FEM, pode ser
reconhecida pelo anticorpo mAB-104 (Zahler et al. 1992). Essas fosforilagdes
também conferem outra caracteristica a essa classe de proteinas: a precipitacéao
em cloreto de magnésio. As proteinas SR correspondem a apenas 0,05% de
todas as proteinas de uma célula, o que faz com que essa purificacédo
(enriquecimento) seja crucial para imunodetecgdo. Sem ela, nédo é possivel

visualizar as proteinas SR nem em gel nem em western-blot (Zahler et al. 1992).
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4.9 Modificagoes poés-traducionais de MIFEM

Visto que a proteina MiFEM possui dois dominios RS, hipotetizou-se que
essa proteina poderia ser precipitada junto com as proteinas SR de abelhas
utilizando o cloreto de magnésio. Antes de iniciar-se 0s ensaios experimentais,
a sequéncia de MiFem depositada no NCBI, foi analisada em busca de possiveis
sitios de fosforilagdo nos dominios SR dessa proteina. Utilizando-se a
ferramenta Prosite do Expasy (https://prosite.expasy.org/), foram encontradas 25

regides que podem sofrer fosforilagdes. A maior parte delas eram de fosfoserinas
e fosfotreoninas, conforme o esperado (Figura 25). De acordo com os sitios de
fosforilagdes encontrados in silico na proteina MIFEM, duas classes de proteinas
quinases parecem fosforilar MIFEM: quinase C e caseina quinase |Il.
Curiosamente esse anticorpo se liga as fosfoserinas e fosfotreoninas, o mesmo

alvo do magnésio durante a precipitacéo de SRs.

MKRIMSSHSHRDERSRISRSGDFETGLRSKTEEERLRRRREWMIEQEKLREHEKLKAKMILEYEIRRAREK
GLPPPKGRESHHSRSKSKSKSPESRHRITTSSTSKTAILSKKLEPSDGTTPLFKGPEGTQVSIVELRSIKVDI
HRNVPGKTITDELQRAIVNPEDVQVMRREGEGSKPIFEREEIKSATVKTKEIVEHRTVVAINNENLENKSGY

NKKYTTSRSQSCSPRRRLSHYTRYEDSKRDGRNNYRNDRERDRSRGRSREYKEKDRRHSAL

FR

KGHRDHSRSREREQRTWSRESHHKSFKDERSHRERSRERSRERSERDRSREHRVTSSHYIEQIPVPFYY

GDFPARPIMVGPLVPIRGQVPLGPRHMMGPLRPFPPRFIPPDMYRLRPPPNPRFGPMY

Proteina quinase C:

Caseinaquinasell; *M |Treonina

Figura 25. Sequéncia de aminoacidos de MIiFEM. Os retangulos indicam locais de fosforilagao
em argininas e treoninas. Foram encontrados sitios de fosforilagbes para dois grupos de

proteinas quinases, sendo elas proteinas quinases C e caseina quinase II.

O HJ pode ativar a proteina PKC em Aedes aegypti (Ojani et al. 2015).
Uma vez que a maior expressao de HJ leva a formagao de rainhas em M.

interrupta (Brito et al. 2015) é possivel que esses sitios de fosforilacbes de PKC
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encontrados em MI/FEM estejam envolvidos com a determinagcdo de castas
(Figura 26).

Hormédnio
Juvenil

Ativacdo

Fosforilagdo

!_' : Mi—F‘em ot \
Formagdode
I uma fémea

Figura 26. Possivel papel da PKC na determinacdao de castas de M. interrupta. O
hormonio juvenil ao se ligar ao receptor de membrana deve ativar a proteina PKC, que por
sua vez deve fosforilar Fem, e, outros alvos. Essa possivel fosforilacdo dependente do
hormonio juvenil pode ser fundamental para a determinagao de castas.

4.10 Perfil do enriquecimento de proteinas SR

Na tentativa de investigar as diferengcas entre os perfis proteicos de
machos, operarias e rainhas (visto que os extratos proteicos totais em ambos os
sexos e castas sao indiferenciaveis em gel de SDS-PAGE), testou-se a

precipitacao com cloreto de magnésio em amostras de ambos 0s sexos e castas.

Ao analisar o padrao de bandas entre extrato total e sobrenadante do
cloreto de magnésio (Figura 27A) em todas as condi¢gées (macho, operaria e
rainha), observa-se que nao ha qualquer diferenga no perfil apresentado.
Quando comparado os precipitados (P) (obtidos a partir do tratamento de cloreto
de magnésio) e os controles (extrato total (T) e sobrenadante (S)), observou-se
que muitas bandas desapareceram nos precipitados das trés condi¢gdes (macho,
operaria e rainha). Porém, o perfil do precipitado n&o ficou conforme o esperado,
uma vez que para SR proteinas puras sao esperadas de 6 a 7 bandas. Entao,
provavelmente, esse perfil ndo corresponde apenas as proteinas SR. Zahler et
al. (1992) conseguiram purificar apenas as proteinas SR de células HeLa usando
esse metodo. Porém, no artigo original eles trabalharam com cultura de células,
e o presente trabalho utilizou individuos inteiros, onde a complexidade proteica

€ bem maior, o que deve ter influenciado na obtencao de precipitados de SRs
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mais puros. Esse mesmo problema foi observado por Saccone et al. (2014) que
fizeram essa purificagdo em Drosophila melanogaster.

Ao confrontar o padrao de bandas das trés condigdes (Figura 28 B), nota-
se uma banda proxima a 55 kDa presente nas fémeas, mas aparentemente
ausente nos machos. Interessantemente, também se observou um padrdo de
maior variedade de proteinas entre 76 e 102 kDa presentes nas operarias, mas
ausente nas rainhas e nos machos. Esses resultados podem ser um indicativo

de que haja diferenga na expressao de proteinas SR entre os sexos e as castas.

Rainha Operaria Macho
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Figura 27. Perfil proteico da precipitagao com cloreto de magnésio. (A) P indica o precipitado
do MgClz; S indica sobrenadante do MgClz; T indica extrato total. Em cada canaleta foram
aplicados 15 ug de proteinas. Para melhorar a comparacgao, a figura 26 A foi recortada nas regides
correspondentes ao precipitado de SR, e posicionadas uma ao lado da outra sem alterar as
dimensdes das canaletas, somente com o intuito de facilitar a comparacdo entre machos,
operarias e rainhas, obtendo-se assim a 26 B. (B) Comparagéo dos precipitados do MgCl- de
Rainha, macho e operaria. O retangulo presente no macho evidencia a auséncia de uma proteina
presente somente nas fémeas. O retdngulo presente nas operarias evidencia uma maior
predominancia de proteinas na faixa de 76 até 102 Kda, que é bem diferente das outras
condicdes. A setas indicam padrées de intensidade de bandas diferente entre as 3 condigbes.

4.11 Analise in silico da sequéncia de MIFEM

Durante a busca pelos dominios conservados da sequéncia de MiFEM
com a ferramenta Blast, um resultado inesperado foi observado. Um dominio de
ligagdo ao RNA mensageiro foi encontrado préximo a regido carboxiterminal, o
qual ndo havia sido descrito anteriormente para as proteinas FEM das abelhas
(Figura 24) (Brito et al., 2015; Kapheim et al., 2015). Possivelmente, esse
dominio nao foi descrito anteriormente por ter sido adicionado no banco de dados

posteriormente aquelas analises (Marchler-Bauer et al. 2017). Verificou-se,
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entdo, se esse RRM estaria presente em outras sequéncias de FEM de abelhas
disponiveis no banco de dados. Foi observado que o mesmo RRM esta presente
em FEM de Bombus terrestris, mas nao esta presente em FEM de Apis mellifera.
Nao foi possivel analisar se a mesma regido esta presente na proteina FEM de
M. quadrifasciata, pois na regido que corresponderia ao RRM na sequéncia

disponivel no NCBI n&do esta com boa qualidade.

4.12 Sequéncias ESE no éxon 5 de DSX

Por fim, com o intuito de obter-se mais informag¢des sobre possiveis
mecanismos de atuacdo do MIFEM, fez-se uma busca por sitios de
reconhecimento do tipo ESE (Amplificador exénico de splicing) no éxon 5 do Mi-
dsx, o qual esta presente apenas nas fémeas e que seria a regiao alvo de
regulagao por splicing alternativo sexo-especifico. Foram encontrados sitios de
reconhecimento de quatro proteinas SR: SF2-ASP (23 possiveis sitios); SC35
(26 possiveis sitios); SRp40 (36 possiveis sitios) e SRp55 (28 possiveis sitios).
Também foi encontrado 1 sitio (ACATTTCA) de ligagdo de RBP1, a mesma SR-
proteina que auxilia Tra de Drosophila a se ligar e promover o splicing do hnRNA
de dsx (Maniatis 1996; Tacke e Manley 1999; Arbeitman et al. 2016).

No gene dsx de Drosophila sao descritos seis sitios de ESE no éxon 4
que estao envolvidos com o mecanismo de splicing desse gene (Maniatis et al.
2002). As possiveis sequéncias ESE encontradas no exon 5 do hnRNA de Mi-
dsx podem ser reconhecidas por MIFEM (presente somente nas fémeas)
associada com MiTRA2 e alguma SR-proteina assim como ocorre em
Drosophila. A ligagdao de MIFEM juntamente com alguma SR-proteina devem
recrutar a maquinaria de splicing para o montante proximo ao éxon 5, assim
como acontece em Drosophila, permitindo assim que esse éxon permaneca no
mRNA das fémeas. Futuros estudos com dados de interactoma e de
imunoprecipitagdo sao necessarios para investigar o mecanismo de atuagao do
MIFEM no splicing do Mi-dsx.
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5. Conclusoes

Diferentes hospedeiras foram avaliadas a fim de se obter proteina rMiFEM
purificada, sendo que os melhores resultados foram obtidos quando o gene foi
expresso em E. coli Rosetta (DE3). Utilizando-se a proteina rMiFEM renaturada
foi possivel detectar proteinas endoégenas de M. interrupta (operarias) que
aparentemente coprecipitaram com rMiFEM, dando indicios que a acédo de
MIFEM depende da interagdo com outras proteinas. Além disso, o
enriquecimento de proteinas SR revelou um padrdo distinto para machos,
operarias e rainhas, indicando uma expressao diferencial de proteinas SR entre
sexos e castas. Por fim, um dominio RRM foi identificado por meio de analises
in silico utilizando ferramentas de bioinformatica, o que sugere que a proteina
FEM tenha habilidade de se ligar a RNA, que pode estar correlacionado com seu
papel na determinagao de casta. Como perspectivas, outros estudos que visam
a identificacdo das proteinas associadas a rMiFem estdo em andamento, de
modo a possibilitar a proposigado de um mecanismo molecular de determinagao

de sexos e casta em M. interrupta.
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7. Anexos

7.1 Preparagao de células quimiocompetentes

Foi primeiramente realizada a inoculagéo das cepas de interesse em 5mL
de meio LB liquido a 37 °C sob agitagao por aproximadamente 16 horas. Cerca
de 1 mL desta cultura foi adicionada em 250 mL de meio LB liquido entdo
inoculada a 37 °C sob agitagdo até atingir uma absor¢édo de 0,5 em um
comprimento de onda de 600nm. A cultura foi divida em tubos falcons de 50mL
e entdo resfriada no gelo. Os tubos com a cultura foram submetidos a
centrifugacao a 4000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e o sedimento foi solubilizado em 30 mL de CaCl2 100mM estéril e entdo
incubadas no gelo por 30 minutos. Apds esse periodo as células foram
centrifugadas novamente por 10 minutos a 4000 rpM a 4°C. O sobrenadante foi
novamente descartado e o sedimento foi solubilizado em 1mL de solugao de
CaCl2 100mM/ glicerol 15% (v/v) estéril. As células foram alicotadas em tubos e

armazenadas -70 °C.

7.2 Transformacgao por choque térmico

Foram utilizados 100uL das células competentes com 30ng de DNA
plasmidial, em banho agua-gelo por pelo menos 30 minutos. Em seguida o
sistema foi submetido a um choque térmico incubando a 37 °C por 5 minutos
utilizando banho maria. Foi adicionado 1mL de meio Luria-Beltran(LB) aos tubos
submetidos ao choque térmico e entdo incubados por 60 minutos a 37 °C. Em
seguida, as suspensdes de células transformadas foram plaqueadas em duas

placas. As placas foram incubadas a 37 °C overnight.

7.3 Extracao do DNA plasmidial com o kit llustra PlasmidPrep Mini
Spin

A colbnia isolada foi semeada em caldo LB e ampicilina, e foi incubada
overnight a 37 °C com agitacdo a 150 rpm. Em seguida, foram transferidos 1,5
mL da cultura para um microtubo de 1,5 mL e esse material foi centrifugado a
12.000g por 30 segundos. O pellet obtido foi ressuspendido em 175 pL da
solucao Lysis Buffer type 7. Logo apods foi adicionado 350 pL da solugao Lysis
Buffer type 9 e gentilmente inverteu-se o tubo para assim obter o precipitado. Em

seguida, esse material foi para a centrifuga a 16.000 g por 6 minutos. Apds
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coletar o sobrenadante e transferir para um novo tubo que contendo a coluna de
afinidade, que tem como fungéo se ligar ao DNA separando-o de impurezas esse
material foi novamente centrifugado por 30 segundos a 16.000 g. O material
centrifugado no tubo foi descartado e foi adicionado a coluna 400 uL da solugéo
Wash Buffer type 1, e centrifugada novamente por 1 minuto a 16.000g. Apds esta
etapa, o centrifugado foi descartado, e a coluna foi transferida para um novo
microtubo; Adicionou-se 30 uL da solugéao Elution Buffer type 4, no centro da
coluna e esse foi centrifugado novamente por 30 segundos a 16.000 g. Esse
procedimento de lavagem da coluna foi repetido 3 vezes para garantir uma boa

eluicao

7.4 Transformacao por eletroporagao

Para ser realizada a transformacdo por eletroporagdo, realizou-se
previamente a precipitacdo do DNA adicionando 2 pL de glicogénio (2ng/ uL) que
atua como carreador, adicionou-se 5,2 yL de NaCl, mais 143 pL de etanol 100%
gelado e incubou-se por 2 horas a -4 °C. Apoés realizada esta etapa, centrifugou-
se por 20 minutos a 12000g/4°C, descartou-se o sobrenadante e em seguida,
adicionou-se 500 pL de etanol 70 % gelado. Em seguida incubou-se a
temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugou-se por 20 minutos a
12000g/4°C. Descartou-se novamente o sobrenadante, cuidadosamente, e
deixou-se no fluxo laminar para secagem. Apds secagem, ressuspendeu-se em

H20 ultrapura.

Depois de realizada a precipitacdo do DNA, procedeu-se a transformacéao
por eletroporacao, onde foram utilizadas 100 uL de células competentes (JM110)
com 2 pL do sistema de ligagao (pSGFEM). Em seguida, foi transferida a solugéo
para a cubeta de eletroporacdo, gelada, preparou-se o eletroporador utilizando
1900 volts. Apds o choque, cerca de 250 pL de células foram misturadas em 1mL
de caldo LB e incubou-se a 37 °C durante 1 hora. Apds esse periodo as células

transformadas foram plaqueadas em LB contendo ampicilina.
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7.5 Extracao de proteinas totais de abelhas

Cada individuo foi macerado em 500 uL de tampao fosfato salino (PBS 1 mg/10
ML; 0,15 M Na2HPO4, pH7,2); adicionado a 2 mM de PMSF e coquetel de inibidor
de protease 1x. Homogeneizou-se o material que, posteriormente, foi colocado
em gelo por 5 minutos. Em seguida a mistura foi macerada por ultrason (30%
da capacidade total do aparelho), centrifugada a 12 000 g/10min a 4 °C. O
sobrenadante foi coletado e transferido para um eppendorf de 1,5 mL. O pellet
foi resuspendido em 300 pL de PBS, e entdo centrifugado a 12 000 g/10min a 4
°C.

As proteinas insoluveis em PBS que ficaram no pellet, foram eluidas em
500 pL de tampao de lise (Lyse Buffer -LB, 8 M de ureia, 2 M de tiureia, 4 % de
CHAPS, 20 mM Tris-base, 30 mM DTT, 2% Bio-Lyte pH3-10, 1 mg/10mL) com
o auxilio do ultrassom por 2 minutos. Apds, foram centrifugadas em 12 000
g/10min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e misturado com o extrato de
proteinas soltveis em PBS, adicionando-se TCA (Acido tricloracético) nos
extratos, com uma concentracao final a 10 % do volume do sobrenadante. A
mistura ficou 10 minutos no gelo para acontecer a precipitagdo e desalinacao.
Apos esse periodo a amostra foi centrifugada a 12 000 g/10min a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e pellet homogenizado em 1 mL de acetona gelada.
A mistura ficou no gelo por 10 min e entdo foi centrifugada a 12 000 g/10min a 4
°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet seco a temperatura ambiente e,

posteriormente, guardado a -20 °C.

7.6 Gel de SDS-PAGE
7.6.1 Coloragao PlusOne Coomassie tablets PhastGel R-350

Uma pastilha de phastGel Blue R foi dissolvido em 80 ml de agua destilada
por 10 minutos. Apds a completa diluicao foi adicionado 120 ml de metanol e
posteriormente foi realizada a filtragado de possiveis restos de pastilha que nao
foram completamente eluidas. A solucao anterior foi eluida na proporgao de 1

parte para 1 parte de acido acético a 20 % em agua destilada

7.6.2 Solugcao descorante composigao

A solugao descorante € composta por metanol 40% e acido acético a 10%.
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7.6.3 Coloracgao do gel de SDS-PAGE

Foi utilizada uma quantidade suficiente de coloragao de Coomassie R350
apenas para cobrir o gel de acrilamida, a solugao ficou em contato com o gel por
12 horas. Apds esse periodo o gel foi lavado com agua destilada para tirar o
excesso de corante e posteriormente adicionado a solugido descorante, a
solugao descorante ficou em contato com o gel até poder se observar as bandas,

posteriormente o gel foi digitalizado com scanner.

7.6.4 Tampao de amostra 2x
O tampao de amostra e composto por Tris-HCI 200mM pH 6,8, SDS 4%,

B-Mercaptoetanol 4%, Glicerol 20% e Azul de bromofenol 0,1%.

7.7 Corrida em gel de agarose da digestao de clones recombinantes

Figura 28. Foto original correspondente a figura 17 com o titulo: Analise de perfil de
restricao (Nde | e Not 1) do plasmideo recombinante pGSFEM em gel de agarose 1,2%.
Na parte superior da imagem sao indicados os clones analisados (1 a 4), presenga (E) ou
auséncia de enzimas de restricdo (-) e Marcador(M). O marcador (M, mostrado a esquerda
da imagem) foi recortado e colocado mais proximo das amostras, pois o gel continha
amostras que nao estavam correlacionadas com esse trabalho. Os circulos indicam o
fragmento do gene fem que foi liberado (clones 1, 2 e 4) com 1306 pb. O gel de agarose
original pode ser visto no Anexo 7.7)



