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ESTUDOS PROTEOMICOS DA ABELHA Apis mellifera E DOS PRODUTOS
DA COLMEIA
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RESUMO: A importancia da abelha (Apis mellifera L.) devido ao seu papel na polinizagio e por ser um modelo
de comportamento social levaram ao seqii€nciamento do seu genoma. Isto proporcionou avangos das andlises gendmica e
protedmica através de estudos comparativos utilizando recursos da bioinformatica. A protedmica € uma nova ciéncia que
associa a eletroforese 2D e a espectrometria de massa, permitindo a visualizagdo da expressdo de proteinas das células
submetidas a diversas condig¢des. Atualmente, existem poucos estudos protedmicos sobre a abelha e os produtos da
colméia. O objetivo desta revisdo € apresentar os avangos da protedmica em abelha, principalmente em relacdo as
diferencas protéicas existentes nos cérebros de abelhas operdrias campeira e nutridora, hemolinfa e veneno, além de
abordar alguns dados protedmicos sobre os produtos da colméia, como a geléia real e o pélen. Desta forma, vimos que os
estudos que revelam o proteoma da abelha permitem a comparacdo desses insetos eusociais em relagdo a diferenciagdo
casta-sexo dependente e ao comportamento social relacionado. Além disso, a andlise protedmica dos produtos da colméia
pode contribuir para os estudos bioquimicos e farmacolégicos que buscam os principios para aplica¢do desses produtos na

industria alimenticia, cosmética e farmacéutica.
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INTRODUCAO

A importancia da abelha devido ao seu
papel na polinizacio e como modelo de
comportamento social foram algumas das razdes
que levaram ao seqiiénciamento do genoma da
abelha Apis mellifera, sendo que este estudo foi
completado e publicado em outubro de 2006 pelo
consorcio internacional de seqiiénciamento do
genoma da abelha (The Honey Bee Genome
Sequencing Consortium, 2006). A andlise gendmica
revelou poucos genes para imunidade inata,
proteinas formadoras de cuticula e receptores
gustatdrios quando comparado com outros insetos.
Por outro lado, a abelha possui mais genes para
receptores de odor e outros genes relacionados com
a utilizacdo do néctar e pdlen. Desta forma, o
genoma reflete as mudangas bioldgicas profundas
que levaram as abelhas a um estado avangado de
organizacdo social. Vérios estudos abordam a vida
social das abelhas, ji que estas possuem uma
estrutura social dividida entre o zangdo (macho
fértil) e as fémeas, sendo que estas sdo separadas em
duas castas, rainha (fémea fértil) e operdrias (fémeas
estéreis). Porém, existem poucos estudos
descrevendo estes e outros aspectos da vida das
abelhas a nivel molecular. Com a disponibilidade do
genoma seqiienciado tem se agora condigdes de
realizar abordagens de bioinformética comparativa
com o objetivo de se identificar fendmenos

exclusivos das abelhas, tanto nos niveis da
gendmica como da protedmica.

O proteoma

Uma das novas ciéncias que vem
conquistando espaco € a proteOmica, que se
conceitua como um complemento protéico do
genoma (PROTEin genOMA complement) e que
veio para esclarecer melhor os mecanismos
bioquimicos e fisiolégicos ao nivel molecular
(DUTT; LEE, 2000). A protedmica compreende um
conjunto de ferramentas que permite visualizar
alteracdes das proteinas. A histéria dos estudos
protedmicos comecou a muitos anos atrds com um
protocolo basico de eletroforese bidimensional (2-
DE), descrito por O'Farrell (1975), sendo que este
protocolo ainda é utilizado. Este procedimento
tornou-se a base tecnoldgica para visualizar a
mudanca global de expressio de proteinas pela
andlise protedmica (BJELLQVIST et al., 1982;
HENZEL et al., 1993), permitindo alta resolucdo
(KAMO et al., 1995) e melhor reprodutibilidade
(CORBETT et al., 1994; KLOSE; KOBALZ, 1995).

Nos anos recentes, a protedOmica se
desenvolveu com o avanco da tecnologia de
espectrometria de massa seqiiencial e a identificagdo
sensivel de proteinas separadas no gel 2-DE.
Técnicas de Matrix-assisted laser desorption
ionization/time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOE-MS) e liquid chromatography
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electrospray ionization tandem-MS (LC-ESI-MS)
foram fundamentais para a alta fidelidade na anélise
protedmica de high-throughput, tornando-se as
preferidas para ionizacdo de peptideos e proteinas
(FENN et al., 1989; KARAS et al., 1989; LINK et
al., 1999; NYMAN, 2001; PORUBLEVA et al.,
2001; LISKA et al., 2004).

Nesta vertente, a espectrometria de massa é
a tecnologia que viabilizou a protedmica,
permitindo a andlise de um grande nimero de
proteinas ao mesmo tempo. Além disso, os recursos
da  bioinforméitica também  tiveram  papel
fundamental para armazenar e administrar os dados
experimentais obtidos das andlises protedmicas,
sendo apoiados pelos bancos de dados e softwares
especificos para proteinas, espécie- e tecido-
especificos.

Analise proteomica da abelha Apis mellifera

Com as informagdes advindas dos estudos
protedmicos, pode-se analisar qualquer fendmeno
que implique modificagdes no contetddo protéico de
uma célula ou tecido; afinal, o proteoma é o
equivalente ao genoma decodificado, tendo todas as
proteinas expressas pela célula detentora deste
genoma. Neste sentido, a abelha A. mellifera, entre
os himendpteros, tem sido alvo de estudos com
abordagem protedmica. Existem hoje estudos
abordando a protedmica de fluidos como hemolinfa
(CHAN et al., 2006), e de tecidos como o cérebro
em fungdo de castas, comportamento e
desenvolvimento (ROAT et al., 2007), além de
estudos sobre veneno (PEIREN et al., 2005;
SANTOS et al., 2007) e os produtos da colméia,
como geléia real.

KAPLAN; LINIAL (2006), usaram um
método computacional de agrupamento nfo
supervisionado, denominado por eles de ProtoBee,
para extrair informacdes bioldgicas das 10.157
seqii€ncias de proteinas previstas a partir do genoma
de A. mellifera. No ProtoBee cerca de 200.000
seqiiéncias consistem de proteinas da abelha
previstas no banco de dados de proteina SWISS-
PROT, no conjunto completo de proteinas de
camundongo (Mus musculus) e de mosca da fruta
(Drosophila melanogaster), sendo que a utilizagdo
dessa abordagem computacional permitiu organizar
as proteinas em 18.936 drvores hierdrquicas
separadas, cada uma representando uma familia de
proteina funcional.

Andlises dos proteomas completos de
camundongo e D. melanogaster foram capazes de
evidenciar grupos funcionais de possiveis eventos
de perda de genes, proteinas de funcionalidade
exclusiva e pardlogos especificos de abelha
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(KAPLAN; LINIAL, 2006). Entre as descobertas
com relevancia bioldgica, incluem novos genes de
opsina e os genes nucleares de seqii€ncia similar aos
mitocondriais, sendo denominados de NUMTs.
Estes autores foram capazes de fornecer uma
assinatura funcional para mais de 70% das
seqiiéncias. Portanto, esta habilidade de dividir as
proteinas do proteoma de abelha em grupos
funcionais a luz de dois proteomas de metazoarios,
possibilitou evidenciar grupos de proteinas que
podem ser responsdveis por caracteristicas
bioldgicas exclusivas para as abelhas.

A andlise bioquimica da hemolinfa da
abelha nos dltimos 40 anos focalizou-se em
aminodcidos, metabolismo do agiicar, hormonio
juvenil e vitelogenina. Entretanto, havia um
conhecimento muito limitado sobre o indice de
proteinas neste fluido. Chan e colaboradores (2006)
realizaram um estudo protedmico quantitativo e
qualitativo da hemolinfa utilizando Q-TOF e
encontraram diferengas significativas na sua
composicdo protéica, especialmente nos estdgios
larval e adulto de zangdo, rainha e operéria.

Por outro lado, com o objetivo de identificar
novos componentes com potencial alergé€nico, a
composi¢do protéica do veneno de A. mellifera foi
analisada em eletroforese bidimensional e um total
de 49 spots foi excisado e submetido a
espectrometria de massa. Trinta e nove spots
resultaram na identificacdo de seis diferentes
proteinas de abelha e trés ainda néo descritas, sendo
a melitina e a PLA2 as mais predominantes
(PEIREN et al., 2005).

Aspectos da analise proteomica do cérebro de
Apis mellifera

A abelha tem sido considerada um
importante organismo modelo para estudos
neurobiolégicos envolvendo aprendizagem e
memoria comportamental nos niveis celular e
molecular. Essas consideragdes sdo possiveis porque
a A. mellifera possui riqueza comportamental
(MENZEL; GIURFA, 2001); facil acesso
experimental em termos de se controlar o
treinamento do individuo com poucas varidveis
(TAKEDA, 1961; BITTERMAN et al., 1983); além
de acessibilidade ao sistema nervoso central em
experimentos que sejam necessarios apenas a
exposicdo do cérebro para estudos in vivo
(MENZEL, 2001).

As tarefas entre as operdrias sdo dividas em
cinco categorias: limpeza e construcdo das células,
cuidado e alimentagdo da rainha, manipulagdo do
alimento, ventilacdo, guarda e forrageamento
(SEELEY, 1982). A relagdo da idade com a divisdo
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de trabalho € baseada nos padrdes do
desenvolvimento comportamental de cada individuo
(ROBINSON, 1992). Em coldnia, a operdria
nutridora de 6-11 dias alimenta e cuida da abelha
rainha, fazendo a manuten¢do da colméia; enquanto
a operdria campeira, com aproximadamente 2-3
semanas, trabalha fora da colonia buscando néctar e
polen. O forrageamento envolve aprendizagem e
memorizagdo do local onde se encontra o alimento,
capacidade de navegacdo e comunicagdo; € por
outro lado, o cuidado dentro da colméia necessita de
olfato agucado, principalmente na percepcdo de
feromdnios (FAHRBACH et al., 1995; MENZEL;
MULLER, 1996; MENZEL; GIURFA, 2001).

Neste contexto, os estudos protedmicos do
cérebro de abelhas A. mellifera (HERNANDEZ et
al., 2007; ROAT et al.,, 2007; HUMMON et al.,
2006) revelaram proteinas  diferencialmente
expressas como resultado de mudangas no
comportamento, € na memoria e aprendizagem. Em
A. mellifera foram identificadas vérias proteinas no
cérebro de abelhas nutridoras e campeiras, sendo
cerca de 50 proteinas diferencialmente expressas.
Entre estas se incluem as principais proteinas da
geléia real (MRJPs), as mais abundantes, também
imunodetectadas no cérebro (PEIXOTO et al.,
2007).

A alteracdo comportamental é acompanhada
por mudangas na estrutura € no volume de regides
especificas do cérebro da abelha (WHITERS et al.,
1993; SIGG et al., 1997), na morfologia da glandula
hipofaringeal (OHASHI et al., 1999), na expressao
de alguns genes (WHITFIELD et al., 2003;
TSUCHIMOTO et al., 2004) e na diversidade de
proteinas ligantes de calmodulina (CaMBPs) no
cérebro, recentemente revelada (CALABRIA et al.,
2007). A partir da associagdo de cromatografia de
afinidade e espectrometria de massa, um total de 17
CaMBPs consideradas comportamento-especifico
foram identificadas em cérebro de operdrias A.
mellifera, sendo uma em campeira, doze em
nutridora e quatro em ambas operdrias.

Outros estudos t€m buscado a identificacdo de
proteinas que se expressam diferencialmente em
regides especificas do cérebro da abelha. Uno e
colaboradores (2007) identificaram cinco spots nos
corpos de cogumelo e trés spots no lobo 6ptico. Por
hibridizag@o in situ revelaram que a expressdao do
hormoénio juvenil diol kinase €& upregulated,
enquanto o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase €
downregulated, indicando que nos corpos de
cogumelo existem distintos perfis de gene e
proteinas. Além disso, combinando MALDI-TOF e
HPLC/Q-Tof, Takeuchi e colaboradores (2003)
identificaram a seqiiéncia de aminodcidos de um

TEIXEIRA, R. R.; CALABRIA, L. K.; ESPINDOLA, F. S. 127

neuropeptideo no cérebro da abelha A. mellifera,
chamado AmTRP, que ainda ndo teve sua fungdo
revelada.

Abordagem protedomica dos produtos da colméia:
um enfoque na Geléia Real

A geléia real (GR) é secretada pelas
glandulas hipofaringeais e mandibulares das abelhas
operdrias jovens, principalmente entre a sexta e
décima segunda semana de vida (NAGAI; INOUE,
2004). Esse produto da colméia é o principal
alimento da rainha durante toda a sua vida e das
operarias nos primeiros trés dias de vida
(SCHMITZOVA et al., 1998). A dieta larval possui
uma importante fungdo no polifenismo da abelha A.
mellifera, sendo importante para a diferenciacdo das
castas e pelas caracteristicas exclusivas da rainha
como o aumento da massa corporal, longevidade e
desenvolvimento de estruturas relacionadas a
reproducdo (KUBO et al., 1996; OHASHI et al.,
1997).

A GR tem sido utilizada como suplemento
alimentar associado a longevidade e esta presente na
composi¢do de cosméticos em varios paises
(KAMAKURA et al., 2001). Além disso, apresenta
diversas atividades biolégicas e farmacoldgicas,
dentre as quais se destacam a atividade
vasodilatadora e hipotensora (SHIMODA et al.,
1978; TOKUNAGA et al., 2004), regulatéria no
controle  do  desenvolvimento da  abelha
(MALEKOVA et al, 2003), na modulacao de
respostas imunes (OKAMOTO et al., 2003),
atividade anti-hipercolesterolémica (NAKAJIN et
al., 1982), atividade antiinflamatdria podendo atuar
na inibicio da  producdo de citocinas
proinflamatérias (KOHNO et al., 2004), atividade
bactericida (KLAUDINY et al., 2005), antitumoral
(TAMURA et al., 1987), antifadiga (KAMAKURA
et al.,, 2001b) e antioxidante (TAKESHI et al.,
2001).

A GR possui de 9 a 15% do seu peso total
em proteinas e, nos dltimos anos, varios estudos t€ém
identificado e caracterizado essas proteinas. Dentre
elas destacam-se a familia das principais proteinas
da GR, MRJPs ou apalbuminas. Essas proteinas
representam  82% do total das proteinas
hidrossoliveis e cerca de 90% do total de proteinas
da GR (SCHMITZOVA et al., 1998), consistindo de
cinco membros principais: MRJIP-1, -2, -3, -4 e -5
(OHASHI et al., 1997; SCHMITZOVA et al., 1998;
SIMUTH, 2001). ALBERT; KLAUDINY (2004) e
SANTOS et al. (2005) relataram a presenca de
outras trés MRJPs (MRJP-6 a -8) em bibliotecas de
cDNA de cérebro de A. mellifera e na secrecdo da
glandula hipofaringeal, respectivamente.
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A composicdo da GR pode variar de acordo
com o estado fisiolégico e metabdlico da abelha
nutridora, a idade da larva, a espécie da abelha, as
condi¢des sazonais e regionais (ALBERT et al.,
1999; SCARSELLI et al., 2005). Estudos
envolvendo a andlise protedmica da GR podem
revelar as variagdes protéicas existentes entre
amostras diferentes, possibilitando a investigacdo de
novas funcgdes relacionadas & GR, favorecendo o
mercado de consumo deste produto da colméia e
incentivando os apicultores.

Teixeira et al. (2007) analisando amostras de
GR provenientes de origem e condi¢des distintas,
verificaram um perfil protéico caracteristico e,
utilizando  cromatografia de  afinidade e
espectrometria de massa, identificaram 16
polipeptideos N-glicosilados, sendo todos diferentes
isoformas das MRJPs. Outros estudos comparando
a composic¢do protéica da GR produzida por abelhas
européia e africanizada, a partir de abordagem
protedmica em gel bidimensional e andlise da
seqiiéncia N-terminal, identificaram diferentes
isoformas de MRIJP-2 a -5, essas apresentaram
heterogeneidade em termos de massa molecular e
ponto isoelétrico (SANO et al.,, 2004). Esses
resultados implicam que as diferencas protéicas
observadas correspondem a diferengas genéticas
entre as abelhas européias e africanizadas, além de
processos distintos e especificos de modificagcoes
p6s-traducionais.

Outro estudo utilizando eletroforese 2D e
espectrometria de massa (SANTOS et al. 2005),
relatou 61 diferentes polipeptideos na glandula
hipofaringeal de nutridora A. mellifera e identificou
34 proteinas, das quais 27 sdo isoformas das MRJP-
1 a -8, cinco sdo proteinas relacionadas com o
metabolismo, uma proteina relacionada com o
acimulo de ferro no corpo da abelha e outra
reguladora do processo de oligomerizacdo da
MRIJP-1. Deste modo, comparando-se o perfil
protéico da secrecdo da glandula hipofaringeal de
abelhas operdrias nutridoras e da GR observou-se
que as MRIJPs sdo produzidas pela glandula e
secretadas como componentes da GR, onde sofrem
protedlise e outras modifica¢des, gerando novas
isoformas observadas somente nas amostras de GR
(SANTOS et al., 2005).

Scarselli et al. (2005) verificaram 21 spots em
gel bidimensional da GR de A. mellifera, e a partir
da identificacdo do perfil de massas dos peptideos
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obtidos por MALDI-TOF e andlise em banco de
dados identificaram-se nove isoformas da MRJP-3,
duas isoformas da MRJP-2 e dez isoformas da
MRIJP-1. Sendo que algumas dessas isoformas
foram também identificadas como produtos de
degradacdo das MRJP- 1 e -3 com massa molecular
relativa menor que 30 kDa.

Além disso, Scarselli et al. (2005), utilizando
p6len apicola, identificaram sete proteinas, das quais
quatro sdo isoformas da MRIJP-1 e possuem pl
variando de 4.7 a 5.2, e trés sdo isoformas da MRJP-
2, com pl variando de 7.0 a 7.4. Esses dados
confirmam os dados de Simith et al. (2004) que
imunodetectaram a MRIJP-1 no pdlen apicola, e
sugerem que as MRJPs apresentam outras fungdes
além da nutricional.

CONCLUSAO

A revelacdo dos proteomas permite que
pesquisadores trabalhem em locais diferentes,
abordando diversos assuntos que envolvam a
expressdo de proteinas em diversas situacgdes, tais
como sob o efeito de farmacos, condigdes
patoldgicas, nos processos de diferenciagdo celular,
comparacdo de variedades da mesma espécie e
resposta celulares a estimulos externos diversos, e
possam identificar mais facilmente e
especificamente as proteinas expressas.

A andlise protedmica possui muitas outras
aplicacdes além das que trazemos aqui, e a demanda
de trabalhos nesta drea tem crescido no Brasil e no
mundo nos dltimos anos. O atendimento dessa
demanda vai depender do apoio continuado a grupos
de pesquisa em proteinas e proteomas. Assim,
consideramos que o avango da protedmica
comparativa pode estabelecer novas abordagens e
responder questdes sobre a andlise do sistema
nervoso e de processos como memoria,
aprendizagem e comportamento social das abelhas,
assim como de outros invertebrados e vertebrados.
O interesse em desvendar o proteoma da abelha e de
seus produtos, juntamente com informagdes do
seqliénciamento completo do genoma, poderdo
fornecer grandes contribuicdes a  ciéncia,
relacionadas ao comportamento social e casta-sexo
dependentes, além de auxiliar os estudos
bioquimicos e farmacoldgicos para aplicagdo dos
produtos da colméia na inddstria alimenticia,
cosmética e farmacéutica.

ABSTRACT: The relevance of honeybee Apis mellifera due to its role in the polynization and as a
model organism of social behavior studies were some of the reasons that motivates the sequence of its
complete genome allowing comparative bioinformatics studies. Proteomics is a new science that's merge the
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technologies of bidimensional electrophoresis and mass spectrometry to visualize at once the whole protein
expression of a cell upon a specific condition. There are up to date few proteomics studies targeting the
honeybee and the beehive products such as royal jelly, venom, honey and pollen. This review intend to
comments some of theses studies in special of those about the brain protein sets in the nurse and foragers
works honeybee and the beehive products. In this way, studies revealing the honeybee proteome allow
comparative biology of this eusocial insect concerning cast and sex differentiation and social behavior
associated to that. Moreover, proteomics of the beehive products may contribute to its application in the food,
cosmetic and pharmaceutical industry.

KEYWORDS: Brain. Electrophoresis 2D. Honeybee. Mass spectrometry. Proteomics. Royal jelly.
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